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Das Sesamin. 
Von 
S. H. Bertram, J. P. K. van der Steur und HL. I, Waterman. 


(Aus dem Laboratorium fiir chemische Technologie der Technischen 
Hochschule zu Delft.) 


(Eingegangen am 31, Marz 1928.) 


Das Sesamin ist eine der unverseifbaren Substanzen des Sesamils, 
in welchem es von Tocher (1) entdeckt und benannt wurde. Die Kon- 
stitution dieses Stoffes war bisher, trotz vieler Untersuchungen, un- 
bekannt geblieben. 


Als beste Abscheidungsweise des Sesamins fanden wir die, welche 
im Prinzip schon von Tocher angegeben worden ist. Sesamél wurde 
dreimal hei mit jedesmal einem Drittel seines Volumens an 90° iger 
Essigsiure ausgeschiittelt. Von den gesammelten Essigsiureextrakten 
wurde durch Abdestillieren ein groBer Teil der Essigsiure entfernt und 
der Rest auf dem Dampfbad einige Male mit Alkohol verdampft. Das 
Residuum wurde nun mit starker alkoholischer Kalilauge verseift und 
hiernach mit viel Wasser verdiinnt. Nach Stehenlassen iiber Nacht 
wurde filtriert. Der erhaltene Riickstand wurde nun einige Male aus 
Alkohol umkristallisiert. Es wurde gefunden, daB ein Zusatz von 
einigen Tropfen starker Salzsiure die Reinigung des Sesamins sehr 
firdert und die Bildung von schénen Kristallen veranlaBt. Das Sesamin 
kristallisiert entweder in groBen, harten, schweren Warzen oder in schénen, 
langen, harten Nadeln. (Sie sind leicht 2 bis 3cm lang zu erhalten.) 

Wir erhielten aus 14, 10, 4 und 7 Liter Sesamél bzw. 30, 11, 10.8 
und 9,5 g des voéllig gereinigten Produktes, d. h. etwa 0,21, 0,11, 0,27 
und 0.13%. Diese Ausbeuten an reinem Sesamin sind héher als die 
von Tocher angegebenen. Heiduschka und Denneler (2) geben eine Aus- 
beute an von 0,17°,, Boemer und Winter (3) eine solche von 0.2 bis 
0.5%. Es ist auffallend, daB unsere Ausbeuten bei verschiedenen Olen 
sehr wechselnd waren, es ware nicht unméglich, daB die Substanz sich 
teilweise bei der Gewinnung bildete. 
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Eigenschaften des Sesamins. 


Der Schmelzpunkt. In der Literatur findet man: 118°C Tocher (1. ¢.); 
120 bis 122, 122,5°C Boemer und Winter (l. ¢.); 122,5°C Heiduschka 
und Denneler (1. c.); 123°C Villavecchia und Fabris (4). Wir bestimmten 
in der Apparatur von Roth 122,7° C. 

Die optische Aktivitédt wurde von Villavecchia und Fabris (|. ¢.) an- 
gegeben als [a]p = + 68,36° in Chloroformlésung, Temperatur 22°C. 
Konzentration 24,45 °,. Von uns wurde bestimmt, gleichfalls in Chloroform- 
lésung, [u]p = + 72,57°, Temperatur 16°C, Konzentration 8,26°, und fiir 
ein anderes Praparat [a]p = + 72,77°, Konzentration 12,3°,, welche 
Werte nicht unbedeutend héher sind. Das Sesamin scheint auBerordentlich 
stabil, denn selbst nach einer Kalischmelze zeigte das ungereinigte Reakt ions- 
produkt noch ein [a]p von + 67,2°! 


Das Molekulargewicht wird in der Literatur angegeben als: 350, Villa- 
vecchia und Fabris (1. c.); 311 bis 312, Tocher (1. ¢.), kryoskopisch in Benzol 
und Eisessig bestimmt; 337 bis 352, Heiduschka und Denneler (|. c.). Wir 
bestimmten mit der Mikromethode von Rast (Campher als Lésungsmittel) 
328 bis 344, waihrend wir nach einiger Verbesserung dieser Methode den 
Wert von 312 bestimmten, welcher von uns als der zuverlassigste be- 
trachtet wurde. 


Die Elementarzusammensetzung wird in der Literatur angegeben als: 





Experimentator “ ws oO 
" %}, Fy %, 
t = TT = = 
ES eee ae 68,8 5,73 25,5 Sauerstoff 
Villavecchia und Fabris . 68,75 6,25 25,0 | berechnet aus 
Boemer und Winter . . . 67.6 5,12 27,3 | Differenz mit 
Heiduschka und Denneler | 67,6 5,35 27,0 100 % 
67,4 4,85 24.8 Sutin 
ms , 68 5 24, “ , 
EKigene Bestimmungen - - ~ a mas > bestimmt nach Jer 
| Boop - | Meulen-Heslinga 
68,25 5,1 — 


Wenn wir annehmen: 68,3 %, C, 5,1°% H und 24,8°, O (zusammen 
982°.) und ein Molekulargewicht von 312, berechnet sich fiir die Atom- 
verhaltnisse im Sesaminmolekiil: C,; 7H 15920, .,. Nehmen wir die 
wahrscheinlichste Zusammensetzung: 69,5°, C, 5.2°, H und 25.3°, O 
(zusammen 100,0°%,), dann werden diese Ziffern: Cy¢ 9. Hy_.99O, 95. in 
beiden Fallen wird die Formel des Sesamins : 


Cy, H,,0;, Molekulargewicht 312 
wahrend von 


ee a ee eee eee OS 
Villavecchia und Fabris. . . . . . « « « (Cy Hy,O3)n 
Boomer und Wiler .......-.+-+- Gg Oy 
Heiduschka und Denneler . . . . . . . «© CopHyOe 


berechnet wurde. 
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Verschiedene Reaktionen des Sesamins. 


Eine Zinkstaubdestillation lieferte ein éliges Destillat mit starkem 
Kreosotgeruch. Ein Tropfen dieses Destillats gab mit FeCl,-Lésung 
eine griine Farbenreaktion, und mit Bromwasser entstand ein Nieder- 
schlag. Das Destillat gab mit Furfurol und starker Salzsiuire eine rote 
Farbe. Diazotierte Sulfanilsiure zu einer alkalischen Lésung eines 
Tropfens vom Destillat gefiigt, zeigte gleichfalls eine stark rote Farbung. 

Diese Reaktionen zeigen auf freie phenolische Hydroxylgruppen 
im Destillat. Wenn wir die erhaltenen Farbreaktionen naher betrachten 
im Vergleich mit den entsprechenden Reaktionen des Resorcins, Brenz- 
katechins und Hydrochinons, dann deutet die Ubereinstimmung in 
Farbe und Nuancierung auf Anwesenheit der Brenzkatechin-Kon- 
figuration. 

Oxydation. 2g Sesamin wurden in Essigsiureanhydridlésung 
durch Beimischung einer Lésung von 4g CrQO, in Essigsiureanhydrid 
bei 40°C oxydiert. Nach kurzer Zeit Stehenlassen wurde das Reaktions- 
gemisch mit Wasser verdiinnt, Natriumbisulfitlésung und verdiinnte 
Schwefelsaure zugefiigt, aufgekocht, ausgeathert, die atherische Losung 
mit verdiinnter Lauge ausgeschiittelt, die wisserige alkalische Losung 
angesauert und ausgedthert. Der erhaltene atherische Extrakt wurde 
durch Abdestillation des Athers gewonnen und zweimal aus Wayser 
kristallisiert. Erhalten wurden 22 mg‘ einer Siure vom Schmelzpunkt 
228°C. Molekulargewicht, bestimmt durch Titration und berechnet 
als einbasische Siure, 164. 

Piperonylsaure zeigt ein Molekulargewicht von 166 und einen 
Schmelzpunkt von 229°C. Ein Mischschmelzpunkt des erhaltenen 
Produktes mit Piperonylsiure ergab 228°C. Hiermit war also be- 
wiesen, dab die durch Oxydation aus Sesamin erhaltene geringe Menge 
Saiure Piperonylsiure war, der gréBte Teil der Substanz scheint aber 
weiter oxydiert zu werden. 

Das Vorhandensein der Piperonylgruppe in Sesamin war nun also 
bewiesen. Die 1, 3, 4-Position steht im Einklang mit vielen in der 
Natur aufgefundenen aromatischen Methylenathern. 

Was die weiteren Eigenschaften des Sesamins anbelangt, zeigt die 
Jodzahl gleich Null, dai die Substanz wabrscheinlich von gesdttigter 
Natur ist. Es ist nicht auf gewéhnliche Weise acetylierbar und mit 
absolutem Alkohol und Natriummetall nicht reduzierbar. 

Das Sesamin gehért zu den auBerst resistenten Kérpern, es ertragt 
sogar ohne bemerkenswerte Anderung eine Kalischmelze. Die bekannte 
Zeiselsche Bestimmungsmethode zeigte, dab keine OC H,- oder OC, H,- 
Gruppen anwesend sind. Die schon durch Entstehung von Piperonyl- 
siure bei der Oxydation bewiesene aromatische Methylendthergruppe 


1* 
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wurde noch weiter bestatigt durch stark positiven Ausfall der Re- 
aktionen auf diese Gruppe’. 

Es erschien uns wiinschenswert, die quantitative Bestimmung der 
Methylenathergruppe von Clowes und Tollens* auszufiihren. Hierbei 
stellte sich heraus, dab diese Methode fiir verschiedene Piperony]- 
derivate falsche, nicht konstante Ausbeuten an Phloroglucid lieferte. 
Nachdem wir die Methode zu unserem Zwecke abgeindert hatten 
(unter anderem durch Benutzung einer geringen Menge Essigsaure als 
Lésungsmittel; hieriiber wird spater vielleicht eine Mitteilung gemacht 
werden), kamen wir zu Ziffern, welche zwar nicht ganz einwandfrei 
sind, jedoch einigermaBen als angenahert quantitativ betrachtet werden 
konnten. 





_— Ausbeute * Phloroglucid — 
) io 
Weegee 72—78 83 
Sek. Methylpiperonylither . . . 85—105 88 
NR taf a is a, hs Sere we 103—104,6—103,6 — 


Aus diesen Ziffern (im Zusammenhang mit dem Molekulargewicht) 
wiinschen wir nur den EntschluB zu ziehen, daB das Sesamin wenigstens 
zwei Methylenathergruppen enthalt. . 

Die Einwirkung einer absolut alkoholischen Salzsdurelésung auf 
Sesamin wurde studiert. 

Sesamin wurde unter RiickfluB einige Stunden mit 10 °,iger alkoho- 
lischer Salzsiure gekocht. Hiernach wurde mit Wasser verdiinnt, das 
Reaktionsprodukt ausgeathert, die atherische Lésung stark eingeengt 
und mit Salzsiure vom spezifischen. Gewicht 1,19 behandelt. Das 
resultierende Produkt wurde aus Alkohol kristallisiert (Nadeln wie 
Sesamin). Schmelzpunkt 122°C. Mischschmelzpunkt mit Sesamin 
98 bis 100°C. Diese Substanz enthielt kein Cl (CuO-Reaktion), keine 
0. C,H,;-Gruppen (Zeisel-Bestimmung) und zeigte keine reduzierenden 
Eigenschaften (Schiffs-Reagens, Fehiing-Reduktion usw.), sie war 
auch nicht auf gewéhnliche Weise acetylierbar. Eine angenaherte 
Mikromolekulargewichtsbestimmung lieferte — 355. Optische Aktivitat 
[a] in Chloroform (¢ = 11,64) = + 121,5°. 

Anfanglich meinten wir in dem Ather des sekundaren Methyl- 
piperonylalkohols eine Substanz gefunden zu haben, welche, was 
Zusammensetzung und Eigenschaften betrifft, dem Sesamin sehr 
nahe steht. 


1 A. Labat, Bull. (4) 5, 745, 1909; K. Weber und B. Tollens, Ann. 299, 


318, 1898. 
2 Ber. d. deutsch. chem. Ges. 32, 2841, 1899; s. auch Councler, Chem.- 


Ztg. 1896, II, 599. 
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Das Sesamin. 5 


Dargestellt wurden von uns nicht nur der genannte Ather. sondern 
auch die korrespondierenden Ather des Piperonylalkohols und des 
sekundaren Athylpiperonylalkohols. 





Formel Schmelzpunkt 
Og Hg . OgC Hy . CHg OC Hyg . Og C Hg . Cg Hy Se 180— 185° (roh) 
CgHs.0,CH,.C,H,OC,H,.0,CH,.CgH; ... 111° (Mischschmelzpunkt 
mit Sesamin 90—95°) 
CoH, . OgC Hy. CyHyOC3Hg. OgCHy.CgHy . . . 88° 


Die auBere Beschaffenheit des Athers des sekundiren Methyl- 
piperonylalkohols war dem Sesamin sehr ahnlich. Dal aber dieser 
Ather nicht die gesuchte Substanz oder deren intramolekular inaktiver 
Form war, ging iiberdies hervor aus der Refraktion der benzolischen 
und auch CHCl,-Lésungen, welche fiir Sesaminlésungen gleicher 
Konzentration bedeutend héher war als fiir Lésungen des genannten 
Athers. Dieses gab Veranlassung zu der Voraussetzung, daB im Sesamin 
noch ein dritter Ring vorhanden war, und zwar wahrscheinlich ein 
Tetrahydrofuranring. Ein Furanring war ausgeschlossen, da die Be- 
handlung mit alkoholischer Salzsdure keine reduzierende Substanz 
lieferte und dieser Ring nicht die dem Sesamin entsprechende grobe 
Stabilitat zeigt. Nachdem wir vergeblich versucht hatten, diesen 
Ring des Sesamins blethend zu éffnén, fanden wir schlieBlich im Acetyl- 
chlorid hierzu ein vorziigliches Mittel. Durch Kochen mit Acetylchlorid 
wird im Sesamin eine Chlor- und eine Acetylgruppe eingefiihrt, welche 
Einfiihrung uns eine bedeutend genauere Molekulargewichtsbestimmung 
erlaubt, und zwar durch Bestimmung der durch Verseifung abgespaltenen 
Menge Essigsiiure unter Beriicksichtigung der teilweise abgespalteten 
Salzsaure. 

Etwa 10g Sesamin wurden mit 30 ccm Acetylchlorid wahrend 
2 Stunden unter RiickfluB gekocht. Hiernach wurde das meiste Acetyl- 
chlorid auf dem Wasserbad verdampft. Der Riickstand wurde mit 
zerkleinertem Eis gemischt, nach einigen Minuten mit viel Wasser 
verdiinnt und mit Ather ausgeschiittelt. Die atherische Léisung wurde 
nun mit Wasser, stark verdiinnter NaOH und Wasser gewaschen, 
getrocknet und durch Abdestillation konzentriert. Nun wurde ein 
wenig Petrolither (Kochpunkt 40 bis 60°C) zugegeben, wobei ein 
geringer Niederschlag entstand, von welchem abfiltriert wurde. Die 
nunmehr erhaltene farblose Lésung wurde abdestilliert bei niedriger 
Temperatur und getrocknet bei 75°C. Das erhaltene dickfliissige 1, 
welches den Eindruck eines unterkiihlten festen Stoffes macht, verliert 
beim Trocknen bei héheren Temperaturen leicht Acetylchlorid. Von 
dem erhaltenen Produkt wurden 1. 3,3925 g und 2. 3,5854 g wahrend 
2'., Stunden mit 50cem, etwa 0.5n alkoholischer Kalilauge unter 


sree, 
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RiickfluB gekocht. Nach dieser Zeit wurde mit n/10 H,SO, zuriick- 
titriert. Blankoversuch gleich lange gekocht = 238,55 cem n/10. 

1. = 75,8 cem n/10, also verbraucht 162,75 cem n/10 

3. = 66,54 , n/10, ,, ~ 172,01 ,, n/l0 


Jetzt wurde nach Zugabe von einigen Tropfen Kaliumchromat- 
léisung mit n/1000 AgNO, das abgespaltene Chlor titriert. Verbrauch 
nach Abzug von Blanko (0,8 ccm) 1. 75,0 bzw. 2. 79,5 cem (rund 86°, 
des vorhandenen Chlors war auf diese Weise abgespalten). Aus diesen 
Ziffern berechnet sich als Verbrauch fiir Essigsiure: 1. 87,75 ccm 
bzw. 2. 92,51 ccm n/10, was fiir das Molekulargewicht des Chloracety)- 
derivats 386,8 bzw. 387,6 ergibt, welches tibereinstimmt mit 308.3 
bzw. 309.1 fiir Sesamin. 

Also ein mittleres Molekulargewicht von 308,7 fiir das Sesamin. 
was im guten Einklang ist mit der Bestimmung auf kryoskopischem 
Wege von Tocher (in Benzol und in Eisessig) und mit unseren Be- 
stimmungen nach Rast (in Campher). Das Acetylchlorid hat sich 
hiermit als ein vorziiglich wirkendes Mittel zur Spaltung des Tetra- 
hydrofuranringes erwiesen und wird vielleicht in dieser Beziehung 
mehr benutzt werden kénnen. Das beim Verseifen des Chloracety|- 
derivats erhaltene Produkt zeigte die Reaktion von Chancel! auf 
sekunddre Alkohole. Hieraus geht hervor, dab die beiden Benzolkerne 
an den aa’-Stellen des Hydrofuranringes gebunden sind, da sonst ein 
primarer zweiwertiger Alkohol entstanden sein miiBte. Diese Bindungs- 
stellen erkliren auch die grobe Beweglichkeit des Chloratoms. 


Wir kénnen das Resultat der Einwirkung alkoholischer Salzsiure 
auf Sesamin auffassen als eine Offnung und wieder SchlieBung des 
Hydrofuranringes, wobei die verlassenen Bindungsstellen der beiden 
asymmetrischen Kohlenstoffatome nicht wieder in derselben Weise 
besetzt zu werden brauchen?. Diese Auffassung erklart aber nicht im 
Zusammenhang mit der unten angegebenen Formel, welche vollig 
symmetrisch ist, die Erhéhung der optischen Aktivitat bei der Be- 
handlung mit alkoholischer Salzsaure. 


Das beschriebene Resultat kénnte aber erklart werden durch eine 
Verschiebung von einer oder von beiden Piperonylkernen von den 
a — a’-Stellen nach den 8 — f’-Stellen des Hydrofuranringes. Wir 
untersuchten aber diese Hypothese noch nicht naher. 


1 C.r. 100, 604, 1885. 

2 Siehe EZ. Fischer, Ann. 381, 123, 1911; 386, 374, 1912, und auch 
Chr. van Loon, Dissertation Delft 1919, These: Man mu8 annehmen, daS 
die réumliche Ordnung der Atome oder Atomgruppen beziiglich jedes 
Atoms, welches bei einer Reaktion eine neue Bindung angeht, sich andern 


kann. 
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Das Sesamin. 


Die oben beschriebenen Eigenschaften, Reaktionen und Be- 
stimmungen werden durch folgende Formel 


H,C-- CH, 
Ca’ al 
0 — H oO H —K< 0 
H,C 9 oO CHy 


fiir das Sesamin erklart. 

Molekulargewicht 312, C,,H,,O,. Schmelzpunkt 122,7°C. [a], 

72,77°. Verbrennungswirme pro Gramm 6565 Cal (konstantes 
Volumen). 

Léslichkeit in Alkohol (Tocher) bei 20 bis 23°C 0.27 g und bei 
Siedehitze 8,07 g in 100 g Alkohol. Spezifisches Gewicht ( Tocher) 1,305. 


Mr. Ch. F. Allister B.Sc., welcher uns im Anfang bei unseren 
Untersuchungen zur Seite gestanden hat, bringen wir auch gern an 
dieser Stelle unseren Dank. 


Literatur. 
1) Pharm. Journ. Transac. 1890/91, S. 638; 1892/93, 8S. 700; Chem.- 
Ztg. 17, 121, 1893. — 2) Chem.-Ztg. 36, 1272, 1912. — 3) Zeitschr. f. 


Nahrungs- u. GemuBBm*. 2, 705, 1899. 4) Ann. del. Lab. Chim. Centr, 
del Gab. 8, 13; Journ. Soc. Chem. Ind. 18, 69, 1894; Zeitschr. f. angew. 
Chem. 505, 1893. 








Uber den isoelektrischen Zustand toxinhaltiger Bouillon. 


Von 
A. S. Raewsky. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Bakteriologischen Instituts Pasteur 
zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 5. Marz 1928.) 


Die chemische Natur der Toxine ist bisher fast véllig unaufgeklart. 


Das einzige Resultat des Versuchs von Ehrlich, Klarheit in dieses 
Problem zu bringen, war die Feststellung, daB die Toxine und Antitoxine 
nach dem Typus der starken Saéuren und Basen miteinander reagieren. 
Es ist unméglich, das chemische Wesen der Toxine auf rein chemischem 
Wege zu erforschen, weil wir bei Anwendung der gewéhnlichen Methoden 
nicht vor einer Veranderung des Préparats und oft auch nicht vor einem 
Verschwinden der giftigen Wirkung geschiitzt sind. Es ist bekannt, da 
das Toxin schlecht durch eine Membran diffundiert. Diese Tatsache bringen 
manche Autoren mit dem hohen Molekulargewicht der Toxine in Zusammen- 
hang. Einige, wie z. B. Brieger, halten die Toxine fiir eiweiBstoffartige 
Kérper, andere betrachten sie als stickstoffhaltige Verbindungen von un- 
bekannter Struktur. Nach Ostromyslensky sind die Toxine stickstoffhaltige, 
schwach basische, kolloide Kérper von hohem Molekulargewicht. Arrhenius 
wandte zum Studium der Immunitaétserscheinungen physikalisch-chemische 
Methoden an. Aus der Beobachtung des Reaktionsverlaufs zog er einen 
SchluB iiber die Natur der reagierenden Kérper. Nach dem Erscheinen 
dieser Arbeit begann eine Reihe von Forschern, die Toxine wegen ihrer 
Thermolabilitét und des Reaktionsverlaufs unter verschiedenen duBeren 
Bedingungen als Fermente zu betrachten. 

Die Frage nach dem isoelektrischen Punkt der Toxine kniipft 
ebenfalls an Untersuchungen solcher Art an. Der isoelektrische Punkt 
ist bekanntlich bei bestimmtem py der Punkt der maximalen Koagulation 
der Eiweibstoffe. 

Roux und Jersin, Hallauer u. a. haben festgestellt, daB eine zum 


Diphtherietoxin hinzugefiigte groBe Séuremenge dieses neutralisiert, ohne 
es sichtbar zu verandern. Einige Zeit spater entdeckte man, daB sich bei 
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Zusatz bestimmter Séuremengen zum Toxin ein Niederschlag bildet (Glenny 
und Walpole, Michaelis und Davidsohn). 

Alle diese Tatsachen veranlaBten Michaelis, anzunehmen, daB das 
Flockungsoptimum des Toxins in seinem isoelektrischen Punkt liegt. Mit 
diesem Gegenstand beschaftigten sich auch Predtetensky und Schewiakowa. 
Sie fanden, daB die maximaleAusfallung des Diphtherietoxins im py-Bereich 
von 4,2 bis 4,6 erfolgt. Diese Schwankungen werden ihrer Ansicht nach 
durch den verschiedenen Gehalt an EiweiSstoffen hervorgerufen und durch 
die bei dem Wachstum der Kulturen stattfindenden fermentativen Prozesse 
beeinfluBt. 

Die Frage, ob die beim Anséuern ausfallenden Niederschlage reine 
Toxine sind, wurde von Koulikoff und Smirnoff untersucht. Die Autoren 
unterscheiden die maximale Menge des Niederschlags vom Niederschlag 
mit maximaler Toxizitét und behaupten, daB der maximale Niederschlag 
im isoelektrischen Punkt und der Punkt der maximalen Toxizitaét nicht 
immer zusammenfallen. Aus ihren Versuchen geht hervor, daB, falls das 
Fallungsoptimum bei py etwa 3,5 liegt, der Niederschlag weniger toxisch 
ist als das urspriingliche Toxin. Bei den von ihnen untersuchten Diphtherie- 
toxinen zeigte die Lésung des bei pa = 4,8 gebildeten Niederschlags 
maximale Toxizitaét. Bei diesem py liegt nach Ansicht der Autoren der 
wahre isoelektrische Punkt des Diphtherietoxins. Sie unterscheiden also 
den isoelektrischen Punkt aller EiwéiBstoffe des Toxins vom isoelektrischen 
Punkt des Toxins selbst. 


Unsere Arbeit ist ebenfalls der Frage nach dem isoelektrischen 
Zustand der Toxine (hauptsichlich Diphtherievoxine) gewidmet. 
Wir haben 16 Diphtherietoxine des Bakteriologischen Instituts Pasteur 
untersucht, die alle auf Martenscher Bouillon hergestellt waren und 
ein Alter von 3 Monaten bis 4 Jahren besaben. Die Bestimmung des 
isoelektrischen Punktes wurde folgendermaben ausgefiihrt: 

In eine Reihe Reagenzgliser wurde je 1 ccm des Diphtherietoxins 
eingefiillt. Dann fiigte man destilliertes Wasser und n/10 Salzsiure 
hinzu. Die Menge des hinzugefiigten Wassers stieg von 0 bis 0,9 cem, 
die Menge der Salzsiure verminderte sich dagegen von | bis 0,1 ccm. 
Die Summe der zugefiigten Mengen von Wasser und Salzsiure war 
stets der Menge des Toxins gleich. 

Nach einiger Zeit (von wenigen Minuten bis zu einer Stunde) 
wurde das Resultat aufgezeichnet, und im Punkt der maximalen Triibung 
oder der maximalen Ausfallung des Niederschlags wurde die Wasser- 
stoffionenkonzentration ermittelt. Wir haben den elektrometrischen 
Apparat nach Michaelis mit einer Chinhydronelektrode benutzt (das 
Kapillarelektrometer wurde durch ein Spiegelgalvanometer ersetzt). 
In den von uns untersuchten Toxinen betrug das pq im Punkte des 
maximalen Niederschlags 3,78 bis 4,0. Die zur Uberfiihrung der ver- 
schiedenen Toxine in den isoelektrischen Zustand notwendige Menge 
Salzsiure ist, wie aus den angefiihrten Tabellen ersichtlich ist, ver- 


schieden. 
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1. Diphtherietoxin Nr. 32. 


Tesin .... LD 22 18° 39 39 283 20 19 12 ts 

er 0,1 0,2 O38 0,4 0.56 0.6 0,7 O88 90,9 

n/lOHC] ...41,0 09 O8 O47 O06 O56 O44 O03 O22 O1 
v 


isoelektrischer Punkt. 


2. Diphtherietoxin Nr. 16. 


wee lw ws ls Oe Oe eh Ue CEL U6 UCU UES UE CU 
Wenser.... 0.1 0.2 O88 0,4 O56 0,6 0.7 O8 O09 
n/lOHC] ...41,0 09 O8 O,7 0.6 0,5 0.4 0.38 0,2 O,1 


isoelektrischer Punkt. 


3. Diphtherietoxin Nr. 12 
(wurde mit destilliertem Wasser im Verhaltnis 1: 1 verdiinnt). 


Toxin 10 1,0 1,0 1,0 1,0 10 1,0 1,0 1,0 1,0 
Wasser .... - O11 O02 O38 O4 O66 0.6 0.7 O8 O09 
n/lOHC!] ...41,0 0,9 O8 O,7 0,6 O06 0.4 O88 O.2 O,1 


isoelektrischer Punkt. 


In der folgenden Tabelle sind die zur Uberfiihrung des Toxins in 
den isoelektrischen Zustand notwendigen Mergen Salzsaure (in Milli- 


molen) ang>fiihrt. . 





| = . des 
Texine | Pix des Toxins "Teste isoelektrischen “2 Mittimol”™ 
Punktes 
16 8.85 0,0025 3.9 0,1 
18 8.8 0,0025 4.0 0,03 
19 8,7 0,002 3,93 0,03 
23 8.6 0,002 4.0 01 
25 8.8 0,0015 3.8 0,03 
32 8.6 0,001 4.0 0.025 


Wie leicht ersichtlich ist, kénnen wir keinen unmittelbaren Zu- 
sammenhang zwischen der Menge der Salzsaure einerseits und dem py 
des Toxins fiir sich und im isoelektrischen Punkt andererseits beob- 
achten. Das hangt wahrscheinlich von den verschiedenen Mengen der 
beim Ansiuern in der Lésung bleibenden Eiweibstoffe der Bouillon ab. 

Die Intensitaét und die GréBe zunachst der Triibung und dann 
des Niederschlags war bei den untersuchten Toxinen sehr verschieden. 
Manche Toxine (Nr. 21, 22) zeigten kaum bemerkbare Opaleszenz, 
die nach 40 bis 50 Minuten auftrat und erst am nachsten Tage in einen 
sparlichen Niederschlag tiberging. 

Der isoelektrische Punkt stellte sich in manchen Fallen scharf 
ein, in anderen aber verschwand er fast in einer breiten Zone. 
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Wenn wir z. B. die Triibung im isoelektrischen Punkt bei dem 
Toxin Nr. 18 mit einem + bezeichnen, so miissen wir die Triibung 
der Toxine Nr. 19, 12 und 2 mit ++, +++ und +++ -+ charak- 
terisieren. Bei den Diphtherietoxinen kénnen wir, wie schon oben er- 
wihnt, im isoelektrischen Punkt alle folgerichtigen Ubergiinge von einer 
kaum bemerkbaren Triibung bis zu fast sofort ausfallenden, gut sicht- 
baren, dichten, flockenartigen Niederschlagen beobachten. Die Marten- 
sche Bouillon gab bei pa = 4,5 nur eine kaum sichtbare Opaleszenz. 
Man ist infolgedessen gezwungen, die Zunahme der Triibung den Eiweib- 
stoffen, die sich beim Wachstum der Kultur bilden, zuzuschreiben. 
Diese Anschauung findet noch eine Bestatigung in der Tatsache, dab 
der von uns untersuchte Streptokokken-Antivirus bei py — 4,28 und 
der Staphylokokken-Antivirus bei py = 4,48 ausfallt, indem er eine 
im Vergleich mit der gew6hnlichen Bouillon bedeutend gréBere Triibung 
bildet. 

Die quantitative Bestimmung des Niederschlags im isoelektrischen 
Punkt ergab bei den Diphtherietoxinen ein mit der urspriinglichen 
Toxizitét in Verbindung stehendes Wachstum, wie aus der folgenden 
Tabelle leicht ersichtlich ist. 





, ‘ j sr ali Triibungsgrad 
Nr. des Ursprurgliche to 3 : 
Diphtherietoxins puisttit = — 


16 0,0025 + 

18 0,0025 + 

23 0,002 + -+- 
25 0,0015 +++ 
32 0,001 ++++4 


Ramon, der zum Diphtherietoxin entsprechendes Serum zufiigte, 
stellte fest, daB bei dem frisch bereiteten Toxin das Flockungsmaximum 
der Toxizitét entspricht. Die Abnahme der Toxizitét beim Aufbewahren 
des Toxins iibt auf das Flockungsmaximum keinen Einflu8 aus, deshalb 
charakterisiert dieses Maximum nach Ramons Ansicht die Antigeneigen- 
schaften. 

Das Substrat, in dem das Toxin hergestellt war, besitzt gewib 
auch einen Einflu8 auf den Triibungsgrad im isoelektrischen Punkt, 
was aus dem Verhalten des Diphtherietoxins aus dem Institut fiir 
experimentelle Medizin (fiinfte Serie) zu ersehen ist. Dieses in Pankreas- 
bouillon bereitete Toxin fiel namlich bei py = 4,5 aus und unterschied 
sich iiberhaupt von unseren Toxinen. Die Toxine aus dem Bakterio- 
logischen Institut Pasteur, die in einem anderen Substrat bereitet 
wurden, zeigten ebenfalls einen Unterschied in ihren Eigenschaften. 
Sie fielen bei py = 4,1 aus und der Vergleich der Triibungsintensitat 
in ihrem isoelektrischen Punkt mit dem Grad ihrer urspriinglichen 
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Toxizitat stérte die friiher beobachtete GesetzmaBigkeit. Die in 
Gegenwart von tierischem Eiweif bereiteten Scharlachtoxine zeigten 
beim Vergleich des Triibungsgrades im isoelektrischen Punkt mit ihrer 
Toxizitat ebenfalls keine Ubereinstimmung. 





Trabung 


: : Dosenmenge a . 
Scharlacht : : lektrisch 
c cbtoxin hex “Wueiies im a en 
Ill. Serie 15.000 + 
_ bg a 24.000 rein 
VI 20 000 t+++ 


Gabbe wies in seiner Arbeit auf analoge Erscheinungen auch beim 
Tuberkulin hin. 

Wir kommen also zu der Uberzeugung, da8 wir den Zusammenhang 
zwischen der GriBe des Niederschlags und den Antigeneigenschaften 
bei den auf Martenscher Bouillon bereiteten Toxinen und das Fehlen 
dieser Beziehung, falls die Toxine in einem anderen Substrat bereitet 
wurden, durch die im letzteren Falle anwesenden Eiweibstoffe erkliren 
miissen, die in Gegenwart von Saure koagulieren. 

Auf Grund der oben erwahnten Versuchsbedingungen kénnen wir 
schlieBen, daB hier hinsichtlich des isoelektrischen Punktes ein kom- 
plizierter Zusammenhang zwischen den Bazillen und Bouilloneiweib- 
stoffen besteht. 

Manche Forscher beschaftigen sich mit der Frage nach dem iso- 
elektrischen Punkt des Toxins selbst. Koulikoff und Smirnoff nehmen 
an, daB der isoelektrische Punkt des Toxins mit dem Niederschlag 
von maximaler Toxizitaét zusammenfallt. Aber Doerr, Predtecensky 
und Schewjakowa haben durch Koagulation des Toxins mittels Phosphor- 
siure und Wiederauflésen des Niederschiags in Phosphatpuffer bei 
pu = 8.0 mit Hilfe einer biologischen Probe festgestellt, daB nur ein 
Viertel des Toxins in den Niederschlag iibergeht, unter gleichzeitiger 
relativer l0Ofacher Erhéhung der Toxizitat. Hallauer erhielt auf solche 
Weise fast die urspriingliche Toxizitat, Koulikoff und Smirnoff sprechen 
aber nur von 90°, derselben in der neutralisierten Lésung des Nieder- 
schlags. Diese Tatsachen widerlegen unseres Erachtens vdllig die 
Anschauungen von Koulikoff und Smirnoff. 


Schlublolgerungen. 


1. Der Punkt des Niederschlags mit maximaler Toxizitét darf 
nicht als der isoelektrische Punkt des Toxins selbst betrachtet werden. 

2. Die von uns gefundenen isoelektrischen Punkte sind entweder 
diejenigen der Bazilleneiweifstoffe oder eine Verbindung dieser mit 
den Bouilloneiweifstoffen, die durch Sauren koaguliert werden. 
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3. Die EiweiBstoffe in Nahrbéden kénnen, indem sie mit den 
Bakterieneiweilstoffen reagieren, den isoelektrischen Punkt der letzteren 
verschieben. Diese Verschiebung des isoelektrischen Punktes ist 
natiirlich der Menge der BouilloneiweiBstoffe proportional. 

Herrn Prof. N. N. Andrejeff spreche ich fiir die Wahl des Themas 
und fiir sein stetiges Interesse und seine Anleitung bei der Arbeit meinen 
besten Dank aus. 


Literatur. 


1) Roux et Jersin, Ann. de l’Inst. Pasteur 8, 1889. — 2) L. Michaelis 
und H. Davidsohn, diese Zeitschr. 30, 143, 1910; 144, 294, 1923. 3) Pred- 
tetschensky und Schewjakowa, Mikrobiolog. Ges. 3, H. 1/2, 1926. — 4) Hallauer, 
Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. 105, 1925. 5) E. Walbum, Abder- 
haldens Handb. d. biolog. Arbeitsmethod., Lief. 156, 1925. 6) E. Gabbe, 
diese Zeitschr. 141, 523, 1923. 








Experimentelle Untersuchungen 
iiber den Einflu6 der peroralen und intravenésen Zufuhr 
von Radiumbromid auf die Lage des Harnquotienten C:N. 
Von 


A. Allen Goldbloom (New-York). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 7. Marz 1928.) 


In einer friiheren Arbeit (1) habe ich den EinfluB des Radiothoriums 
auf die Lage des Harnquotienten C: N am Kaninchen untersucht und 
gefunden, daB die taglich wiederholte perorale Zufuhr von Radiothorium 
[22 bis 240 Mache-Einheiten (M.-E.) pro Kilogramm und Tag] eine von 
der Dosierung abhangige, mehr oder minder starke Erhéhung des Harn- 
quotienten C: N bewirkt, der in manchen Fillen eine Senkung vorauf- 
geht, wahrend die einmalige intravenése Injektion von Radiothorium 
(150 bis 5000 M.-E. pro Kilogramm Koérpergewicht) eine allmihlich 
sich ausbildende Steigerung des Harnquotienten C:N_ hervorruft 
Sowohl eine Erhéhung des Harn-C-Gehalts, wie mitunter eine Ver- 
minderung des Harn-N-Gehalts, gelegentlich auch beides zu gleicher 
Zeit waren die Ursachen fiir diese Quotienterhéhung. 

Es schien mir im Hinblick auf eine Vervollstindigung unserer 
Kenntnisse iiber die Stoffwechselwirkungen der radioaktiven Sub- 
stanzen wiinschenswert, analoge Versuche, wie ich sie mit Radiothorium 
angestellt hatte, auch einmal mit Radiumbromid vorzunehmen. Wir 
erinnern uns dabei, daB Radiumbromid nach den Beobachtungen 
Wadas (2) nach der peroralen Zufuhr ebensowenig in nennenswertem 
MaBe resorbiert wird, wie nach meinen Versuchen das Radiothorium. 
Nur die Zerfallsprodukte, besonders die Emanationen gelangen bei 
der peroralen Zufuhr von Radiothorium und Radiumbromid zur Re- 
sorption und sind die unmittelbaren Trager der biologischen Wirkungen. 

Bei der intravenésen Einverleibung von Radiothorium oder Radium- 
bromid aber kommt es rasch zur Verankerung der Substanzen vorziiglich 
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im Knochenmark, in Milz und Leber, und von diesen Depots aus kann 
dann die iibrige Zellmasse des Kérpers durch Vermittlung des Saft- 
stromes mit den radioaktiven Zerfallsprodukten gespeist werden. 

In einem ersten Versuch bekam das Kaninchen 9 Tage lang pro 
Kilogramm etwa 57 M.-E. Radiumbromid taglich per os, in einer 
darauf folgenden zehntigigen Periode etwa 115 M.-E. pro Kilogramm 
tiiglich per os. Lm Vergleich zur Vorperiode stieg bei schwach sinkendem 
N-Gehalt des Harns der Quotient in der ersten Radiumperiode um 
0,274 an. Als in der zweiten Radiumperiode die Radiumdosis verdoppelt 
wurde, sanken die Kohlenstoff- und Stickstoffausscheidungen be- 
trichtlicher, aber der Quotient niherte sich wieder etwas dem Werte 
der Vorperiode. 

In dem Versuch 2 wurde das Kaninchen 10 Tage lang mit 400 M.-E. 
Radiumbromid pro Kilogramm Kdérpergewicht tiglich  gefiittert. 
Wiahrend im Vergleich zur Vorperiode die Kohlenstoffausscheidungen 
wihrend der Radiumperiode sich kaum anderten, sank die Stickstoff- 
ausscheidung betrachtlicher, so daB der Quotient um 0,430 in die 
Hohe ging. Prinzipiell verliefen also die beiden Versuche | und 2 gleich- 
sinnig, nur mit der Steigerung der Dosis ging auch der Quotient starker 
in die Héhe, wofern die Erhéhung der Dosis betrachtlicher war wie 
in dem Versuch 2. Die Wirkung von 57 und 115 M.-E. Radiumbromid 
hat nur eine sehr geringfiigige Wirkung auf den Quotienten, wihrend 
ich friiher gefunden hatte, daB derartige Dosen von Radiothorium 
sehr viel betrichtlichere Quotientsteigerungen beim Kaninchen nach 
der peroralen Zufuhr auslésen. In einem dritten Versuch wurde das 
Radiumbromid intravenés beim Kaninchen injiziert. Nach einer 
Vorperiode erhielt das Tier eine einmalige Injektion von etwa 1154 M.-E. 
Radiumbromid in die Ohrvene. Dann wurde der Quotient 9 Tage 
lang beobachtet, waihrend in den friiheren Versuchen das Kérpergewicht 
immer konstant geblieben war trotz gewisser Schwankungen in der 
Nahrungsaufnahme, stieg das Kérpergewicht in diesem Versuche bei 
langsam sinkender Nahrungsaufnahme langsam an. Im Anschlub 
an die Radiuminjektion ging die Kohlenstoff- und Stickstoffausscheidung 
im Harn zuriick und der Quotient stieg um 0.618 tiber den Wert der 
Vorperiode. Nachdem 8 Tage nach der Radiuminjektion verstrichen 
waren, erhielt das Tier am 18. Versuchstage eine zweite Radium- 
injektion von etwa 1111 M.-E. pro Kilogramm Kérpergewicht intra- 
vends. Im AnschluB an diese zweite Injektion machte die Senkung der 
C- und N-Ausscheidung, die nach der ersten Radiuminjektion ein- 
getreten war, halt und die C- und N-Ausscheidungen hoben sich beide 
etwas, ohne aber entfernt die Werte der Vorperiode zu erreichen. Der 
Quotient fiel eine Spur, blieb aber nach der zweiten Radiuminjektion 
immer noch um 0.511 erhéht im Vergleich zur Vorperiode. 
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EinfluB von Radiumbromid auf den Harnquotfenten C : N. 19 


Zur Versuchsanordnung ist noch nachzutragen, dab die Tiere 
immer bei frischem Mohrriibenfutter gehalten wurden, daB die Stickstoff- 
bestimmung nach Kjeldahl und die Kohlenstoffbestimmung nach der 
in der Arbeit von Gomez (3) beschriebenen Methode ausgefiihrt wurden. 


Bei der Ausfiihrung der Analysen wurde ich von Fraulein //se 
Ketschau in dankenswertester Weise unterstiitzt. Das Radiumbromid 
wurde dem Laboratorium in dankenswerter Weise von der Auer- 
gesellschaft zur Verfiigung gestellt. 


Zusammenfassung. 


1. Die taglich wiederholte perorale Zufuhr von Radiumbromid 
bewirkt beim Kaninchen bei Dosierungen von etwa 400 M.-E. pro 
Kilogramm Ké6rpergewicht eine deutliche Erhéhung des Harnquotienten 
C: N, die vor allem auf einer Einschrinkung der Stickstoffausscheidung 
beruht. 

2. Die einmalige intravenése Injektion von etwa 1100 M.-E. 
Radiumbromid ruft beim Kaninchen eine allmahlich sich ausbildende 
Steigerung des Harnquotienten C: N hervor, die vor allem auf einer 
Einschrankung der Stickstoffausscheidung beruht. 

3. Die Radiumwirkung hat also groBe Ahnlichkeit mit der Wirkung 
des Radiothoriums auf den Stoffwechsel, die ich in einer friiheren 
Arbeit untersuchte: Einschrankung der Oxydationen bei bestimmten 
Dosierungen. 


Literatur. 
1) A. Allen Goldbloom, diese Zeitschr. 192, 272, 1928. — 2) Wada, 
Strahlentherapie 19, 383 und 779, 1925. — 3) Gomez, diese Zeitschr. 167, 


424, 1926. 








Uber das Verhalten des Harnquotienten €:N 
bei parenteraler Zufuhr von Hypophysen-Vorderlappenextrakt. 


Von 


A. Allen Goldbloom (New-York). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 7. Mdrz 1928.) 


Bernstein und Falta(1) hatten an Versuchen am Menschen ge- 
funden, daB die Zufuhr von Praparaten aus dem Zwischenlappen 
(Stoffwechseldriise) und Hinterlappen (AbfluBweg des Zwischenlappen- 
sekrets) der Hypophyse am’ Lungengaswechsel eine voriibergehende 
maBige Steigerung der O,- und CO,-Werte bei unverandertem respi- 
ratorischen Quotienten nebst einer Erhéhung der N-Ausfuhr durch 
den Harn herbeifiihrte, wahrend diejenige eines Hypophysenvorder- 
lappenpraparats (Wachstumsdriise) eine Herabsetzung des Grund- 
umsatzes mit Zunahme des respiratorischen Quotienten bewirkte 
Diese Effekte am Lungengaswechsel waren aber nach der Injektion 
der genannten Priparate nur von kurzer Dauer. Eine Verschiedenartig- 
keit der Wirkung der verschiedenen Hypophysenpraparate wurde 
auch von Arnoldi und Leschke (2) beobachtet. 


Mit anderen Worten: die Beobachtungen am Lungengaswechse!l. 
der unter dem Eindruck der Injektion von Hypophysenvorder- und 
Zwischen- bzw. Hinterlappenpraparaten iiberhaupt nur sehr fliichtige 
Verinderungen erkennen laBt, schienen in dem Sinne zu sprechen, 
daB durch das Vorderlappenhormon die Oxydationen gehemmt, durch 
das Zwischen- bzw. Hinterlappenhormon die Oxydationen aber be- 
fordert wiirden. 


Nun hat aber Wada (3) Versuche aus dem hiesigen Laboratorium 
mitgeteilt, aus denen hervorging, daB bei Kaninchen Hypophysin- 
injektionen eine duBerst starke Steigerung des Harnquotienten C: N 
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machen, die hauptsachlich durch eine starke Einschrankung der N-Aus- 
fuhr bei entweder unverandert bleibender oder leicht sinkender Aus- 
scheidung von dysoxydablem C herbeigefiihrt wird. Das Hypophysin 
wird als die Reinsubstanz des wirksamen Prinzips des Zwischenlappens 
der Hypophyse, also der Stoffwechseldriise angesehen. Diese Beob- 
achtungen tiber die Steigerung des Harnquotienten C:N nach den 
Hypophysininjektionen sprechen nun durchaus im Sinne einer Oxy- 
dationshemmung. Bei der Lungengaswechseluntersuchung aber fand 
man bei der Injektion von Zwischenlappenpraparaten eine fliichtige 
Steigerung des O,-Verbrauchs. Man wird daher nicht fehlgehen, 
wenn man annimmt, da® verstarkte Zufuhr des Zwischenlappenhormons 
wohl eine initiale Oxydationserhéhung, in der Hauptsache aber und als 
Dauerwirkung eine Einschrankung der Oxydationen macht. Mit dieser 
Auffassung steht im Einklang die klinische Erfahrung, nach der eine 
Verstarkung des Hypophyseneinflusses, und zwar wohl des hinteren 
Abschnitts der Driise, eine Neigung zu spontaner und alimentirer 
Glykosurie schafft [KreAl (4)). 

Wie verhalt sich nun der Stoffwechsel bei verstarkter Zufubr des 
Hypophysenvorderlappenhormons ‘ Was man unter diesen Verhaltnissen 
im Anschlu8 an eine einmalige Injektion am Lungengaswechsel beob- 
achtete, wurde oben bereits erwihnt. Die Wirkung ist auBerordentlich 
fliichtig. Der Grundumsatz soll ein wenig gehemmt werden. Beob- 
achtungen tiber das Verhalten des Harnquotienten G: N bei der ver- 
starkten Zufuhr von Hypophysenvorderlappensubstanz lagen bisher 
nicht vor. Diese Liicke in unseren Kenntnissen auszufiillen, ist Aufgabe 
meiner vorliegenden Studie. Ich bediente mich bei meinen Versuchen 
des Hypophysenvorderlappenpriparats .,Praphyson, das _ die 
chemische Fabrik ,,Promonta’* in Hamburg herstellt. Das Praphyson 
ist ein Spritzpraparat und wird auf seinen Gehalt an wirksamer 
Substanz von O. Kestner im Hamburger Physiologischen Institut kon- 
trolliert. 

Uber die physiologischen und therapeutischen Wirkungen des 
Praphysons liegen bereits einige Untersuchungen vor. Kestner, Liebe- 
schiitz-Plaut und Schadow (5) fanden bei gesunden Menschen nach 
langer dauernder peroraler Zufuhr eines Gemisches aus mehreren Hinter- 
lappenpriparaten (Hypophysin—Physormon— Pituglandol) keinerlei 
EinfluB auf die spezifisch-dynamische Wirkung einer fleischreichen 
Mahizeit am Gaswechsel, wihrend die gleich lange perorale Zufuhr 
einer entsprechend groBen Menge von Priphyson eine deutliche 
Steigerung der spezifisch-dynamischen Wirkung hervorbrachte. Anderer- 
seits beobachteten sie in Ubereinstimmung mit Liebesny (6) eine geringe 
Senkung des Grundumsatzes nach der Priphysongabe. Da bei endo- 
gener Fettsucht. insbesondere bei der hypophysaren und den ihr nahe 
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verwandten Formen nach Anipping(7) und Plaut (8) vielfach eine 
Herabsetzung der spezifisch-dynamischen Wirkung gefunden wird. 
ist es nicht auffallend, daB gerade auch hierbei Praphysongaben 
steigernden EinfluB auf die spezifisch-dynamische Wirkung erkennen 
lassen. Das gleiche gilt auch fiir den hypophysiren Zwergwuchs oder 
den des Hypophysenvorderlappens beraubten Hund nach den Beob- 
achtungen von Knipping (7). Kestner (5) betont ferner, daB es sich 
bei der Praphysonwirkung um eine chronische Wirkung handele, die 
im akuten Versuch nicht zur Anschauung komme. 


Die Priphysonversuche bestiitigen also einmal die alte Erfahrung, 
daB die verstiirkte Zufuhr von Hypophysenvorderlappenpraparaten 
zum Kérper den Grundumsatz senke, sie zeigen aber dazu, daB trotzdem 
zugleich auch ein oxydationsférdernder EinfluB diesen Praparaten 
zusteht, der aber ausschlieBlich an die Verwertung der Nahrung, 
namlich ihre spezifisch-dynamische Wirkung gekniipft ist. Die grund- 
sitzliche Wirkung des Vorderlappens, die sich am Lungengaswechsel 
offenbart, ist aber die Einschrankung der Oxydationen, die nach 
Bernstein und Falta(l) mit einer Steigerung des _respiratorischen 
Quotienten einhergehen soll. Wie weit es sich bei allen solchen Ver- 
suchen um spezifisch hormonale Wirkungen handelt, wird natiirlich 
erst dann gesagt werden kénnen, wenn unsere Kenntnisse tiber dieses 
Hormon auf wesentlich breiterer Basis stehen. 


Bei der Untersuchung des Harnquotienten C: N hinsichtlich der 
Beeinflussung seiner Lage bei Kaninchen durch subkutane Zufuhr von 
Praphyson — die Experimente wurden genau wie die Wadaschen 
Experimente (3) mit Hypophysin angeordnet, und es wurde auch die 
gleiche analytische Methodik, naimlich die N-Bestimmung nach Kjeldahl 
und die Elementaranalyse des Kohlenstoffs nach dem in der Arbeit 
von Gomez beschriebenen Verfahren ausgefiihrt — ergab sich nun 
folgendes. 


Kleine subkutane Priiphysongaben (Versuch 1, 2, 3) von 1,1 cem 
Praphyson = 0,33 g frischen Organs bei 2 bis 2,5 kg schweren Kaninchen 
bewirken in der Regel eine leichte Senkung des Harnquotienten C: N, 
die bei gleichzeitiger Steigerung von C- und N-Ausscheidung zustande 
kommt, der aber 6fters auch eine voriibergehende leichte Quotient- 
erhéhung voraufgehen kann. Diese leichte Erhéhung kommt dann in 
der Regel bei sinkendem C- und N-Wert zustande. Die Senkung kann 
in der Nachperiode bestehen bleiben oder noch weiter fortschreiten. 
Eine erneute Praphysongabe im AnschluB an eine langere Nachperiode 
mit gesenktem Quotient rief in einem Versuch eine Steigerung des 
Quotienten bei steigendem C- und sinkendem N-Wert bis zur Héhe des 
Quotienten in der Vorperiode hervor (Versuch 1). 
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Alles dies deutet darauf hin, daB kleine Priaphysongaben, die 
langere Zeit taglich wiederholt werden, nach gelegentlicher, voriiber- 
gehender Oxydationshemmung eine Oxydationssteigerung leichten 
Grades verursachen. Diese Oxydationssteigerung betrifft aber wohl 
vorziiglich das Eiwei8, wihrend an der Gesamtmasse der kohlenstoff- 
haltigen Substanz eher angesichts der erhéhten C-Werte des Harns 
vielleicht eine Oxydationshemmung anzunehmen ist. Denn das Mab 
der Erhéhung der Harn-C-Werte kann, wie wir das z. B. im Versuch 3 
sehen, so groB sein, dab es kaum durch den gesteigerten Gehalt des 
Harns an harnfahiger N-Substanz erklart wird. Auch die mitunter 
notierte initiale Quotientsteigerung, bei deren Entstehung eine 
C-Senkung allerdings vorhanden ist, die aber doch deutlich hinter der 
gleichzeitig vorhandenen N-Senkung nachhinkt, spricht dafiir, daB der 
Praphysonwirkung ein dysoxydatives Moment anhaftet. 

Noch deutlicher tritt dieses dysoxydative Moment hervor, wenn 
wir gréBere Dosen den Tieren verabfolgen. Das ist in den Versuchen 4, 
5, 6 an Kaninchen, wie in dem Versuch 7 am Hunde geschehen. Aus- 
nahmsweise kann die lingere Zeit fortgesetzte tagliche Gabe der 
gréBeren Dosis von 2,2cem Priphyson bei 2,5 bis 3,0 kg schweren 
Kaninchen oder von 3,3ccm Praphyson bei einem 5kg schweren, 
jungen, noch im Wachstumsalter befindlichen Hunde einmal voriiber- 
gehend eine initiale Quotientsenkung bei sogar sinkendem C- und 
steigendem N-Gehalt des Harns machen, wie wir das in dem Versuch 4 
sehen, aber es bleibt doch bei diesen hiheren Dosierungen die Quotient- 
steigerung die Regel, und zwar kommt diese gewéhnlich bei stirker 
ansteigendem oder ausnahmsweise auch einmal bei ein klein wenig 
sinkendem C-Gehalt und bei in der Regel sinkendem und nur ausnahms- 
weise (Versuch 5) einmal eine Spur ansteigendem N-Gehalt des Harns 
zustande. Es priivaliert jedenfalls bei diesen gréBeren Dosen die Ver- 
mehrung des dysoxydablen Harnkohlenstoffs und die gleichzeitige 
Einschrankung der Eiweiboxydation. 

Unsere Versuche haben also ergeben, daB bei der Priphyson- 
wirkung die Einschrinkung der Oxydation im Vordergrunde steht. 
Damit stimmen die Beobachtungen iiber die Herabsetzung des Grund- 
umsatzes nach der Priphysongabe tiberein, von denen wir oben schon 
hérten. Andererseits spielt aber in die Priphysonwirkung auch ein 
gewisses hyperoxydatives Moment hinein, das aber mehr an die schwache 
Dosierung gekniipft zu sein scheint, wenn auch hier, vielleicht als 
initiale Schockwirkung, eine voritbergehende Bremsung der Oxydation 
beobachtet wird. Fast immer aber bewirkte das Praphyson — in welcher 
Dosierung es auch gegeben wurde — eine Steigerung des dysoxydablen 
Harn-C, wihrend der Stickstoff sich im allgemeinen bei der schwachen 
Dosierung vermehrt, bei der starken aber vermindert erwies. So darf 
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Hypopbhysenextrakt. 


Verhalten des Harnquotienten C:N b. Zufuhr v. 
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man vielleicht annehmen, daB die von Kestner und seinen Mitarbeitern 
gefundene Steigerung der spezifisch-dynamischen Wirkung durch 
Praiphyson bei der von ihm gewahlten kleinen Dosierung sich vor allem 
auf das EiweiB bezieht. 
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Fortgesetzte Untersuchungen 
iiber die Frage der Entstehung von Zucker aus Fett. 


Von 


Yuzura Kojima. 
[Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern.] 
(Eingegangen am 27, Mdrz 1928.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die nachfolgende Arbeit setzt die Reihe von Versuchen fort, die im 
Physiologischen Institut Bern unternommen wurden, um die praktisch 
kohlehydratfrei gemachte Ratte als methodisches Mittel heranzuziehen, 
um Beitrige zur Frage der etwaigen Entstehung von Zucker aus Fett 
zu liefern. Ich gehe auf die genannten friiheren Arbeiten nicht ein, 
sondern will nur bemerken, dab meine eigenen Untersuchungen un- 
mittelbar an meine vorausgegangene Arbeit ankniipfen', in welcher 
ich den Nachweis geliefert habe, dab die Fiitterung von Glycerin bei 
kohlehydratfrei gemachten Ratten zuckerbildend wirkt. Dieser Nachweis 
war deshalb nicht iiberfliissig, weil die Frage aufgeworfen werden konnte, 
ob ein Tier unter solch abnormen Bedingungen, wie es die kohlehydrat- 
frei gemachte Ratte aus methodischen Griinden ist, tiberhaupt in der 
Lage sei, selbst aus Glycerin Zucker zu bilden. Es ergab sich, daB die 
Zufuhr von Glycerin bei kohlehydratfreien Ratten, die unter dauernder 
Phlorrhizinwirkung standen, die Zuckerausscheidung um 26,7 °,, steigerte. 
Damit war der erforderliche Nachweis in entscheidender Weise gefihrt. 
Aus diesem Nachweis geht hervor, daB bei einem kohlehydratfreien 
Tiere notwendigerweise bei der Fettfiitterung Zucker entstehen mub. 
Weiter gestattet dieser Nachweis die Berechnung, ob bei Fettfiitterung 
Zucker nur aus Glycerin oder auch aus der Fettsiurekomponente 
entstehen kann. Sobald die Zuckerausscheidung bei Fettfiitterung 


1 Y. Kojima, diese Zeitschr. 190, 352, 1927. 
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nicht den Grad erreicht, welcher der im Fett enthaltenen Glycerin- 
menge entspricht, wird man nicht geneigt sein, eine Zuckerbildung aus 
Fettsaure anzunehmen. Im ersten Augenblick scheint sogar eine 
zwingende Notwendigkeit vorzuliegen, bei diesem Sachverhalt streng 
die Bildung von Zucker aus eigentlichem Fett abzulehnen.  Freilich 
ist bei naherem Zusehen vorliufig die Ablehnung keine zwingende. 
Sie wiirde nur gelten fiir das kohlehydratfreie Tier. Es ist nicht gesagt, 
daB unter weniger abnormen Bedingungen, wozu mittelschwere, ja 
vielleicht sogar schwerere Fille von Diabetes zu rechnen sind, doch 
nicht eine Zuckerbildung aus Fett existieren kénnte. 


Wenngleich ich in meiner nachfolgenden Arbeit auf die letzt- 
genannten Faille nicht eingehe, so liegen doch Momente genug vor, 
welche eine experimentelle Handhabe geben, um noch weitere Unter- 
suchungen zur Frage der Entstehung von Zucker aus Fett anzustellen. 


Die folgenden Versuchsreihen sind, wo nicht ausdriicklich bemerkt, 
an Ratten angestellt, welche in der oft beschriebenen Weise praktisch 
kohlehydratfrei gemacht worden sind. Alle iibrigen Methoden ergeben 
sich im nachfolgenden bei Besprechung der einzelnen Versuchsreihen. 

Zuckerbildung bei Zufuhr von Natriumlactat. 

Es gehért zu den gesicherten Grundlagen des intermediaren Kohle- 
hydratstoffwechsels, dab aus Milchsdiure Zucker gebildet werden kann. 
Aus diesem Grunde habe ich in der nachfolgenden Versuchsreihe ge- 
priift, ob bei den experimentell kohlehydratfrei gemachten Ratten aus 
Natriumlactat Zucker gebildet werden kénnte. 


Als Praparat benutzte ich reinstes Natriumlactat von Merck. 
Die Tagesmenge des gegebenen, in Wasser gelésten Praparats betrug 1°. 
Je die Halfte wurde morgens um 9 Uhr und nachmittags um 5 Uhr 
gegeben. 


Da die Anordnung dieser Versuchsreihe genau die gleiche war, 
wie in der vorausgegangenen Arbeit, in welcher ich Glycerin gab, 
verweise ich auf diese oben erwihnte Arbeit. Insgesamt dienten fiinf 
Ratten fiir diese Versuchsreihe. Vier von diesen waren wahrend der 
ganzen Behandlungszeit in gutem Zustande, wahrend eine fiinfte Ratte 
allmahlich unter dem Bilde gréBter Schwache bei Abmagerung und 
Diarrhée starb. 


Die Resultate dieser Versuche bringe ich in den nachfolgenden 
Protokollen 1 bis 3 und in der Abb. 1, welche in Stabform die aus- 
geschiedenen Zuckermengen vor und nach Zufuhr von Natriumlactat 
bei drei Versuchstieren und den durchschnittlichen Wert aus den 
mittleren Werten bei den drei Tieren wiedergibt. 








Niatritsaen lactatim 


1 (Weaihehen) 


T. Ratte Nr. 


Tahelle 
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Entstehung von Zucker aus Fett. 30 


Es zeigt sich, daB bei Ratte Nr. 1 die Zuckerausscheidung durch 
Zufuhr von Natriumlactat um 284°, bei Ratte Nr.2 um 38,1°,, 
und bei Ratte Nr. 3 um 37,9°,, stieg. Im Durchschnitt ergibt sich ein 
Zuwachs von 34,5°,. 
























































Aus dieser Versuchsreihe geht demnach ol 
deutlich hervor, daB die kohlehydratfrei ge- — «; ns 
machten Ratten aus Natriumlactat Zucker ‘/ z = 
bilden kénnen und daB der mehr gebildete sf 3 . 
Zucker unter dem EinfluB von Phlorrhizin — ¢ Rigg ied 
im Harn erscheint. Somit gilt fiir die Milech- | , & : 
siure genau das gleiche wie fiir Glycerin, dab sa ? S + ff 
nimlich das praktisch kohlehydratfreie Tier S a a “ 
aus demselben Zucker bilden kann. ee ince 
Ss s ~ 
Versuche mit Zufuhr von Fettsiure. 8 Hs = N 
Nach den Versuchen der vorhergehenden Ps i WA \ 
Reihe war es jetzt das Gegebene, der Frage ‘I \ 
naher zu treten, ob aus der Fettsaurekomponente +t 
des Fettes Zucker gebildet werden kann. - 
Die experimentellen Bedingungen, die 
Herstellung kohlehydratfreier Ratten, sowie Ys , 
die sonstigen waren die gleichen wie in den ¢-HH MMM 
Glycerinlactatversuchen. Den Ratten wurde Abb. 1. 
ein Gemisch, welches aus Stearin, Palmitin Zuckerausscheidung 
und Oleinsiure bestand, per os mittels einer = ™ eh hy nga 
Spritze verabreicht. Die rechtsgestrichelten 


4 Z ; ; Stabe bedeuten die Zucker 

Das Fettsiuregemisch wurde in folgender ausscheid. ohne Natrium- 

Tot lactatzufuhr, die links- 

Weise hergestellt. gestrichelten Stabe den 

3 ~ . sas : Zuwachs von Zuckeraus- 

Es wurden Stearin, Palmitin und Olein- cities cn 
siure je 10g in einer Morserschale zu gleich Natriumlactat. 

ausgebender Masse gut zerrieben und dann nach 
weiterem Zusatz von 30 ccm Oleinsaure in das fiir den Versuch fertige 


fliissige Fettsiuregemisch zur Verfiitterung zubereitet. 


Von diesem Gemisch erhielten die Ratten als Tagesmenge 2 bis 4 g. 
Zwei mit Phlorrhizin vorbehandelte Tiere zeigten nach der per os 
erfolgten Verabreichung des Fettsiuregemisches folgendes, bis in die 
Einzelheiten ahnliches Symptomenbild; starke fettige Diarrhée, starkes 
Durstgefiihl und heftiges Schwitzen. Letzteres trat schon nach 30 bis 
60 Minuten ein. In der Nacht starben beide Tiere unter dem Bilde 
allgemeiner Schwiche. Ein drittes, ebenfalls mit Phlorrhizin vor- 
behandeltes Tier starb unter ahnlichen Symptomen am nachsten Tage. 
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40 Y. Kojima: 


Der Ausfall war so auffallend, daB ich zum Vergleich normale 
Ratten gleichfalls taglich mit 4g dieses Fettsiuregemisches fiitterte. 
Irgendwelche unangenehme Folgen lieBen sich bei diesen Tieren nicht 
beobachten; die normalen Tiere vertrugen dieses Gemisch ganz aus 
gezeichnet. 

Es muB an die Méglichkeit gedacht werden, daB die kohlehydrat- 
freien Ratten, die ohnehin zur Azidose neigen, die Mehrbelastung mit 
Fettsiure nicht vertragen. Aus diesem Grunde habe ich eine Versuchs- 
reihe angestellt, in welcher ich das Fettsiuregemisch genau mit Natrium- 
hydrat neutralisierte, das Neutralisationsprodukt in warmem Wasser 
aufléste und per os den Tieren verabreichte. Auch nach Eingabe dieses 
neutralen Gemisches starben die Tiere, wenn auch 12 bis 24 Stunden 
spater. 

Es geht aus dieser Versuchsreihe hervor, daB die kohlehydratfreien 
Ratten in einen Zustand geraten sind, daB sie Fettsiure iiberhaupt 
nicht vertragen. Aus diesem Grunde laBt sich die Frage der etwaigen 
Zuckerbildung aus Fettsiure an diesen Tieren iiberhaupt nicht ent- 
scheiden. Diejenigen, welche itiberhaupt eine Bildung von Zucker aus 
Fett leugnen, werden aus dieser Tatsache in ihrer Anschauung bestarkt 
werden. Es ist dies aber wohl zu weit gegangen. Es bleibt vorlaufig 
die interessante Frage im Vordengrund des Interesses, weshalb kohle- 
hydratfreie Tiere Fettsiure nicht vertragen. 


Versuche mit Butterzusatz. 


In dieser Versuchsreihe wandte ich wegen des Nichtgelingens der 
Versuche mit Fettsiuren Butter an. Die Versuche sind genau in der 
gleichen Weise wie alle iibrigen angestellt, nur habe ich den kohlehydrat- | 
frei gemachten Tieren Butter verfiittert; da die Zuckermenge, die aus | 
Glycerin unter den Bedingungen meiner Versuche gebildet werden kann, | 
bekannt ist, konnte aus den Ergebnisser der Versuchsreihe mit Butter- | 
fiitterung geschlossen werden, ob sich etwa aus der Fettsiurekomponente 
des Glycerins Zucker gebildet haben kénnte. 


Die tagliche Abgabe von Butter betrug 3 bis 5 g. Die Butter wurde 
mit einem ganz geringfiigigen Zusatz von Brot zu Kugeln geformt 
und auf diese Weise den Ratten verabreicht. Um 7 Uhr morgens | 
erhielten die Ratten ihre Butterportion, um 9 Uhr wurde Phlorrhizin 
eingespritzt. 

Dem Buttertage folgten drei butterfreie Tage. Wahrend des Butter- 
tages, sowie an den butterfreien Tagen erhielten die Ratten taglich 
20 bis 25 g ausgekochtes Fleisch. Die Reihenfolge der Versuche war ( 
die folgende: 
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Entstehung von Zucker aus Fett. 41 


1. Phiorrhizintag; 2. Phlorrhizin- und Butterfreitag; 3. Phlorrhizin- 


und Buttertag; 4. Phlorrhizin- und Butterfreitag usw. 
bestimmung geschah am Phlorrhizin- und Butterfreitag; 


Die Zucker- 
insgesamt 


wurden sechs Tiere gebraucht, von denen zwei friihzeitig starben. 


In dieser Versuchsreihe habe ich mich noch eines anderen metho- 
dischen Eingriffes bedient, um die Méglichkeit der Zuckerbildung aus 
Fett zu priifen. Der Eingriff bestand darin, daB ich die Tiere wihrend 
des Buttertages 6 bis 8 Stunden lang der niedrigen AuBentemperatur 
von 5 bis 10° aussetzte. Der Gedanke, der hier wegleitend war, war der. 


daB, infolge der _ erniedrigten 
Temperatur, der Stoffumsatz ge- 
steigert werden sollte und dem- 
zufolge nach der dargereichten 
Nahrung auch die Umsetzung des 
Fettes vermehrt wiirde. Die 
etwaige Bildung von Zucker aus 
Fett ist jedenfalls an die Bedin- 
gung gekniipft, daB das Fett um- 
gesetzt wird, und die kiihle Tem- 
peratur sollte die Umsetzung des 
Fettes sichern. 


Die Ratten wurden in ihren 
Stoffwechselkafigen in einen Eis- 
schrank gebracht. Phlorrhizin 
injektionen, Butterdiat und Kalte 
zusammen stellten aber einen so 
schweren Eingriff dar, dab an- 
fiinglich die meisten Tiere sehr 
bald zugrunde gingen. Erst als 
ich vor Beginn der eigentlichen 
Versuche die Tiere tiaglich 2 bis 


Zuckermenge 
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Abb. 2. 
Vergleich der Zuckerausscheidung im 


Harn bei Fleischfiitterung (A) und bei 
Fleisch + Butter + Phlorrhizinfiitterung (B). 


Die Norma/ 


Stunden im Eisschrank ver- 


wahren lieB und so an den Aufenthalt in niedriger Temperatur gewohnte. 
gelang es mir, die Tiere hinreichend lange am Leben zu erhalten und 
meine Versuche bis zu Ende durchzufiihren. 


Die Resultate dieser Versuchsreihe folgen in den Tabellen [IV bis LX 


und in Abb. 2. 


In Abb. 2 sind die Stabe ausschlieBlich einfarbig ausgefiihrt. 


Die 


Unterschiede in den jeweiligen Ergebnissen kennzeichnen sich nur durch 


die verschiedenen Hdéhen. 


Wie aus den Protokollen 


und 


insbesondere 


aus der Figuren- 


darstellung hervorgeht, ist das Ergebnis dieser Versuchsreihe ein ganz 
anderes, und zwar ist in allen Fallen nach Butterzufuhr die tagliche 
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54 Y. Kojima: 


Zuckerausscheidung kleiner als ohne Butterzufuhr. Die Verminderungen 
betragen 35,2, 19,32, 11,85, 20,71, 12,03, 9,55°,. Im Durchschnitt 
daher 8,11°,. Von einer Zuckerbildung aus Fett kann daher in dieser 
Versuchsreihe keine Rede sein. Ja, es ist sogar die Bildung von Zucker 
aus der Glycerinkomponente vollkommen unterdriickt. Da ich den 
Beweis geliefert habe, daB selbst beim kohlehydratfreien Tiere aus 
Glycerin Zucker gebildet wird, mu®B daher in dieser Versuchsreihe ein 
neues Moment hinzugetreten sein. Es muB infolge der Butterzufuhr, 
also der Fettsdiurezufuhr, eine Hemmung der Leistungsfihigkeit der 
Leber des kohlehydratarmen Tieres eingetreten sein. Wiederum scheint 
diese Versuchsreihe einen entscheidenden Beweis gegen die Bildung 
von Zucker aus Fett geliefert zu haben. Aber angesichts der Tatsache. 
daB die Zuckerbildung aus Glycerin unterdriickt worden ist, scheint 
es mir richtiger zu sein, nur den SchluB zu ziehen, daB unter den ob- 
waltenden Versuchsbedingungen eine Zuckerbildung aus Fett ver- 
unméglicht worden ist. Man kénnte daran denken, dab die Fettsauren, 
die bei der Spaltung des Butterfettes entstehen, fiir das negative Er- 
gebnis verantwortlich seien. 


Vergleichsversuche zwischen Fleisch und Fleisch mit Fettdiit. 


Die nachfolgende Versuchsreihe beschaftigt sich mit der Bestimmung 
der unter dem EinfluB des Phlorrhizins bei den kohlehydratfrei gemachten 
Ratten ausgeschiedenen Zuckermenge, wenn die Diadt entweder nur aus 
Fleisch oder aus Fett und Fleisch, oder iiberwiegend aus Fett bestand. 
Wahrend der Fleischdiat erhielten die Tiere nur ausgekochtes Fleisch. 
Die Tagesmenge betrug 25 bis 30g. Als Fettdiit benutzte ich sowohl 
Butter wie Speck. Letzterer wurde ganz fein verschnitten und mit 
ganz wenig Brot in Form von Kugeln verabreicht. Es wurden 5g 
Butter und 5 g Speck pro Tag dem Tiere verabreicht. Falls die Tiere 
eine Abneigung gegeniiber Butter zeigten, so wurden ihnen taglich 
10 g Fett gegeben. Fraben die Ratten aber reinen Speck, so erhielten 
sie die doppelte Menge von Butter. 


Die Phlorrhizininjektion geschah am Hungertage. Am niachsten 
Tage wurde die Tagesmenge des ausgeschiedenen Zuckers bestimmt. 
Es ist dies gewissermaben ein Hungertagwert. Dieser Hungertagwert 
wurde einmal bei Fett und das andere Mal bei Fleisch und schlieBlich 
bei kombinierter Fett- und Fleischdiat ermittelt. Ich benutzte in dieser 
Versuchsreihe im ganzen sechs Tiere, von denen aber zwei vorzeitig 
starben. 


Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe teile ich in den Tab. XII— XIV 
mit. Die Tabelle XIVa,b,c ist eine Ubersichtstabelle an Stelle der 
Abbildung. 
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Butter. 


B. 


Speckfett. 


S. I. 











Entstehung von Zucker aus Fett. 59 


Tabelle XIVa. Der Harn bei Phiorrhizin. Fleisch — Hungertag. 








Ratte Nr. 1 (Mannchen). Ratte Nr. 2 (Weibchen). 
Gesemtmenge in 24 Std. _ Gesamtmenge in 24 Std. + x 
Kérpers Kérper- 
Dat —_——_— - — *« Dat -— - - 
_ Harn Zucker SEwent , ma Hara Zucker  Bewieht 
1927 com x ry 1927 am g zg 
7. VI. 32 2.7517 182.7 24. V. 25 2.7017 142.0 
Ve 30 2.9197 181.8 28. V. 13 1.8066 130.5 
14. VI. 14 1,5251 180.2 Af 40 1,2509 107.5 
16. VI. 30 2.7777 175,3 7 va 32 2.5157 96,5 
Durehsch. : 26,5 2.4937 27,5 2.0685 


Tabelle XIVb. Die Zuckerausscheidung im Harn im Hungertag bei 
Phlorrhizin. Durchschnitt pro Tag. 





Futterung bees 

AL SS ee ere ae rae —<— 2.2811 
Bei Butter + Speckfett+ Fleisch ........... 1,6868 
1,0438 


Bei Butter + Speckfett 


Futterung (Ratte Nr. 1 und 2): Ausgekochtes Fleisch, Peptons li itte sic, Schilddriisentablette. 


Der Harn bei Phlorrhizin. 








Speckfett — Butter Speckfett — Butter + Fleisch 
Hungertag Hungertag 
Deum ani a ii donie Kéeper 
Harn Zucker Harn Zucker 
1927 4 com 2 ecm 7 x 
Ratte Nr. 3. 
7. VI. 25 1.9815 180,7 
11. VI. 12 0,7812 180.0 
15. VL. 5 1,2000 185.2 
17. VI. 1 | 08676 183,2 
Durchschnitt: 16 1,2101 8 1,2000 
Ratte Nr. 4. 
a, Be 16 1.5564 125,4 
2. VI. 9 0,9237 1069 
7. VI. 16 2.1736 124,2 
10. VL. 5 0,5126 119.0 
a 0.5177 116,4 
Durchschnitt : 8 0,8774 16 2.1736 


Tabelle XIV c. 
Die Vergleichung der Zuckerausscheidung in Hungertag bei Phlorrhizin. 





Butter + | Butter + 
. . Butter + a : Butter : 
Futterung: Speckfett Fleisch _~. Fleisch Specktett —— 
Zuckermenge 1,0438 | 2.2811 1,6868 2.2811 1,0438 1,6868 
+ 1,2373 + 09,5943 + 0.6430 
+ 53,99 % + 26,05 % + 38,25 % 


Futterung (Ratte Nr. 3 und 4): Speckfett und Butter, Peptons Witte sic, Schilddrisentablette 





sonermenge 
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In dieser Versuchsreihe ist die gréBbte Zuckerausscheidung be; 
alleiniger Fiitterung mit Fleisch. Sie wird schon geringer, wenn de: 
Fleischnahrung Butter und Speck zugesetzt wird, und sie ist noch geringe: 
bei einer tiberwiegenden Fettdiat. Der Uberschu8 des ausgeschiedenen 
Zuckers bei blober Fleischdiat gegeniiber der tiberwiegenden Fettdiat 
betrigt 53,99°,. Der UberschuB der Zuckerausscheidung bei kom 
binierter Nahrung aus Fleisch und Fett gegeniiber der bloBen Fett 
nahrung betrigt 38°, und der UberschuB8 der Zuckerausscheidung 
bei bloBer Fleischnahrung gegeniiber der gemischten Nahrung aus 
Fleisch und Fett betragt immer noch 26,05 °%,. 

Auch aus dieser Reihe kann kaum ein anderer SchluB gezogen 
werden, als da der Zusatz von Fett und gar noch die reine Fettnahrung 
die Zuckerbildung gehemmt haben. 


Vergleichende Untersuchungen zwischen Fiitterung und Hungertag. 


In dieser letzten Versuchsreihe habe ich einen Vergleich angestellt. 
wie sich die Menge der Zuckerausscheidung bei den kohlehydratfreien 
Ratten verhalt, wenn einmal die Untersuchung am Fiitterungstage 
selbst oder an einem nachfolgenden 
Hungertage angestellt wird. In der- 
selben Versuchsreilhe habe ich gleich- 
‘eo zeitig unter dieser genannten Bedin- 
2 gung einmal Fleischfiitterung und das 
andere Mal Fettfiitterung am Nah- 
rungstage gegeben. 

Die Ergebnisse dieser Reihe sind 
in den Tabellen XV bis XVIII und 
in Abb.3 gebracht. In Abb. 3 ist 
HELE EE AE wieder die Stabdarstellung gewiahlt 
. Uthat mit verschiedener Ténung. Die auf- 

gesetzten Toénungen bedeuten die Mehr- 


+ 50,09 %) 


ALY 


i 


~ 
84017 
(4,45 %) 
Brzew 
(+ 4,44 %) 


8 10077 

a% 

5 
10,9399 = 


3.47964 
. 
Aa90Mm 


40,7733 
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Abb. 3. . i . ; 
Vergleich der Zuckerausscheidung im ausscheidungen in Zucker. Die mit 4 
Harn bei Phlorrhizine und Fleisch. bezeichneten Stabe sind die Futter- 
fiitterung (A), Butters und Speck. 4 EL f ae 
fiitterung (A) mit den Hungertagen (B). tage, die mit B bezeichneten Tage 


sind die Hungertage. 

Die Versuche wurden an vier Ratten angestellt. 

In allen Fallen ist die Zuckerausscheidung an den Fiitterungstagen 
wesentlich gréBer. Sie stellt also die Mehrausscheidung infolge der 
Verabreichung der gereichten Nahrung dar. Sie ist am gréBten bei Ver- 
fiitterung mit Fleisch. In einem Falle betrigt die Vermehrung der 
Zuckerausscheidung am Fleischfiitterungstage 42,47°,, im anderen 
Falle 57,61°,. Diese beiden Fille illustrieren sehr klar die starke 
Zuckerbildung aus EiweiB bei den kohlehydratarmen Tieren. Diese 
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iden Versuchsbeispiele sind demnach ein neuer Beweis dafiir, dab 
lie unter strengsten Bedingungen herbeigefiihrte experimentelle Kohle- 
nydratverarmung die Zuckerbildung aus EiweiB nicht zu verhindern 
vermag. 

Bei der Fiitterung mit Speck oder mit Butter ist die Steigerung der 
Zuckerausscheidung an den Futtertagen sehr viel kleiner, namlich nur 
14.43 bzw. 14,45°%,. Diese nicht sehr erhebliche Steigerung der Zucker- 
ausscheidung erklart sich ungezwungen aus der Glycerinkomponente 
des Fettes, doch ist sie eher kleiner als in denjenigen Versuchen meiner 
friiheren Arbeit, wo ich Glycerin allein verfiittert habe. Hierin pragt 
sich das eigentliche Hemmungsmoment aus, welches ich bei Fett- 
fiitterung gefunden habe. Es ist auch darin erkenntlich, daB die ab- 
solute Zuckerausscheidung am Hungertage niedriger ist als bei der 
Fleischfiitterung. 

Zusammenfassung. 

Um die Zusammenfassung zu erleichtern, habe ich die Gesamtheit 

meiner Sache in der Ubersichtsabbildung 4 dargestellt. 
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Ubersichtsabbildung. A Futtertag, B Hungertag. 








70 Y. Kojima: 


Ich habe in dieser Arbeit zeigen kénnen, daB trotz der auber 
ordentlichen Kohlehydratverarmung meiner Ratten und der strengen 
Kingriffe, um diesen Zustand herbeizufiihren und dauernd aufrecht 
zu erhalten, doch sowohl aus Natriumlactat wie auch aus Eiweif er- 
hebliche Mengen von Zucker gebildet werden kénnen. Hingegen liet 
sich bei Verfiitterung von Fetten in Gestalt von Butter oder Speck 
keine Zuckerbildung, erkenntlich an einer Mehrausscheidung von 
Zucker, nachweisen, ja, die Verfiitterung mit reinen Fettsiuren war 
sogar mit dem Leben der Ratten in diesem Zustande unvertriiglich. 
Hieraus ergibt sich, daB auf diesem Wege die Entscheidung iiber die 
etwaige Méglichkeit der Bildung von Zucker aus Fett tiberhaupt nicht 
getroffen werden kann. Man kénnte nun sagen, da8 nicht bloB das 
soeben Gesagte gilt, sondern da damit implizite der Beweis gefiihrt 
sei, daB eine Zuckerbildung aus der eigentlichen Fettkomponente der 
Fette nicht méglich sei. So einleuchtend dieser SchluB auf den ersten 
Moment zu sein scheint, so ist er doch nicht zwingend. Einmal gibt es 
Erfahrungen, die viel giinstiger lagen, so Beobachtungen im Berner 
Physiologischen Institut von Calvo Criado und Okumura. Der erstere 
konnte bei einer ganz ahnlichen Versuchsanordnung eine bedeutende 
Mehrausscheidung von Zucker bei Fettnahrung und nachweislich nicht 
gesteigerte Eiweibzersetzung beobachten, der letztere eine etwas ge- 
ringere Zuckerausscheidung, aber doch nicht so schwere Schadigungen 
wie ich sie bei meinen Versuchen gefunden habe. Allerdings erkliren 
sich die gesteigerten Zuckerausscheidungen, die in den genannten 
Arbeiten beobachtet wurden, hinreichend aus der Glycerinkomponente 
des Fettes, wie ich mit Sicherheit habe zeigen kénnen. Schon Calvo 
Criado hat darauf aufmerksam gemacht, daB man die Anzeichen einer 
etwaigen Bildung von Zucker aus Fett dadurch deutlicher machen kann, 
da man kleinste Mengen von Zucker der Nahrung beifiigt. Er erklirte 
diese Tatsache aus einer Verbesserung des Zustandes der Leber. Es 
ist denkbar, daB in allen meinen Versuchen der Zustand der Leber 
zwar hinreichend giinstig war, um die Zuckerbildung aus Glycerin, 
Milchsaure und Eiweif zu erméglichen, nicht aber aus Fettsdiuren, weil 
die letzteren zudem noch eine schwere Schadigung der Leber herbei- 
fiihren. Im Lichte dieser Auffassung wire trotz meiner negativen 
Befunde durchaus die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, dab im mensch- 
lichen Diabetes, sowie auch in anderen weniger pathologischen Fallen 
eine Zuckerbildung aus Fett stattfinden kénnte. 


Der wesentliche Inhalt der bevorstehenden Arbeit ist der nach- 
folgende : 


1. An kohlehydratfreien Ratten konnte die Bildung von Zucker 
aus Milchsiure nachgewiesen werden. 
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2. Auch aus Eiweif konnten die kohlehydratfreien Ratten er- 

ebliche Mengen von Zucker bilden. 

3. Die kohlehydratfreien Ratten vertrugen die Fiitterung mit 
einen Fettséuren nicht, sondern starben auch dann, wenn man gleich- 
veitig fiir Neutralisierung der Sauren sorgte. 

4. Zusatz von Butter oder Speckfett zur Grundnahrung ergab 
vleichfalls eher eine Hemmung der Zuckerbildung, denn die Zucker- 
ausscheidung war sogar kleiner, als sie der im Fett enthaltenen Glycerin- 


menge entsprach. 

5. Die zuletzt genannten Tatsachen sind zwar fiir die Annahme 
einer etwaigen Zuckerbildung aus Fett nicht giinstig, aber es lassen 
sich Griinde dafiir angeben, daB wegen der eigenartigen Hemmungs- 
wirkung der Fettsiuren im vollstandig kohlehydratfreien Zustande 
die Beweiskraft keine zwingende ist. 





Beitrige zur Physiologie der Driisen. 


Von 


Leon Asher. 


Nr. 114. 


Untersuchungen iiber den Stoffaustausch zwischen Blut 
und Geweben bei normalen und entnervten Schilddriisen. 


Von 
Tateyoshi Honda. 


[Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. ] 
(Eingegangen am 27. Marz 1928.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Frage der Innervation der Schilddriise war vom Standpunkt 
der Experimentalversuche bis vor kurzem insofern eine unentschiedene. 
als die einen auf Grund ihrer Befunde eine sekretorische Innervation 
der Schilddriise glaubten nachweisen zu kénnen, wihrend andere auf 
Grund ihrer Befunde zu einer Ablehnung einer sekretorischen Inner- 
vation der Schilddriisen gelangten. Es sei hier nicht das Pro und Contra 
besprochen, da in neuester Zeit Asher und Pfluger! einen entscheidenden 
Beweis fiir die sekretorische Innervation der Schilddriisen erbracht 
haben. 


Sie bestimmten zunachst die Resorptionsdauer aus den subkutanen 
Geweben aus den Muskeln bei normalen Kaninchen, teils bei warmer. 
teils bei kalter AuBentemperatur. Die so gefundene Resorptionsdauer 
wurde wesentlich verlingert. wenn die Schilddriise durch Wegnahme 
der unteren Halsganglien der sympathischen Innervation beraubt 
worden war. Die ganze Anordnung der Versuche lie keine andere 


? Asher und Pjluger, Zeitschr. f. Biol. 87, 115, 1928. 
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Deutung zu, als dab die Verzégerung der Resorption durch Wegfall 
ler Impulse bedingt war, die bei normalen Tieren auf dem Wege des 
Sympathicus die Schilddriise erreichen. 

Der von Asher und Piluger erbrachte Nachweis eriffnete neue 
Méglichkeiten, die Funktionsweise der Schilddriise, namentlich in- 
sofern sie vom Nervensystem aus reguliert wird, zu untersuchen. Unter 
den mannigfachen Problemen, welche auf Grund der neu gewonnenen 
Einsicht untersucht werden kénnen, befindet sich die Frage, ob der 
Stoffaustausch zwischen Blut und Geweben auch unter Einfliissen 
steht, welche von der Schilddrise herriihren, falls dieselbe unter der 
Regulierung durch das Nervensystem steht. Mit dieser Frage beschiiftigt 
sich die nachfolgende Arbeit. 


Der Gedankengang der Untersuchung, die ich auf Anregung von 
Prof. Asher gemacht habe, ist der nachfolgende. 


Wir wissen, durch die Untersuchung aus dem Berner Physiologischen 
Institut, namentlich durch diejenige von Curtis!, dab die sogenannten 
spezifischen Diuretica primar auf die Gewebe einwirken und einen 
raschen Elektrolytaustritt aus den Geweben in das Blut herbeiftihren. 
Wird nun in die Bauchhohle eine elektrolytfreie Fliissigkeit eingebracht, 
so wandern die in das Blut gelangten Elektrolyte in die Bauchhohlen- 
fliissigkeit. Sie tun das natiirlich auch ohne dali ein sogenanntes 
spezifisches Diureticum gegeben wird. Nur ist die Erheblichkeit der 
Abwanderung keine so grobe, wie in dem ersteren Falle. Auf Grund 
dieser festgelegten Tatsache konnte nun gepriift werden, ob die von 
Curtis niher studierten Anderungen des Blutes an seinem Chloridgehalt 
irgendwie modifiziert wiirden, wenn die Schilddriise ihrer Innervation 
beraubt wiirde. 


Es handelt sich also darum, zuerst bei normalen Kaninchen nach 
Injektion von Euphyllin, intramuskulir, und nach intraperitonealer 
Injektion von l0O0cem Zuckerlésung in 10-Minuten-Perioden den 
Chloridgehalt im Blute zu bestimmen, sowie auch das Volumen der 
roten Blutkérperchen. Dann mubten die gleichen Untersuchungen 
nach der Exstirpation der unteren Halsganglien angestellt werden. 

Die Untersuchung wurde mit der nachfolgenden Methode aus- 
gefiihrt. 

Fiir die vorliegende Untersuchung wurden drei mannliche und ein 
weibliches Kaninchen benutzt. Dieselben wurden gut genahrt und 
gepflegt. Es wurde dafiir gesorgt, dab die Ernaihrungsbedingungen 
bei allen Tieren méglichst gleich gehalten wurden. 


1G. M. Curtis, diese Zeitschr. 168, 112, 1925. 
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Das Blut wurde aus der Ohrvene entnommen; nachdem das Oh: 
vorher sorgfaltig rasiert und griindlich mit Alkohol und Ather gereinigt 
und desinfiziert worden war. 

Die Blutanalysen wurden wie folgt ausgefiihrt: 0.10 cem Blut werden 


mit einer geeichten Pipette abgemessen und mit 0,3cem destillierten Wassers 
in einem Zentrifugierglischen verdiinnt. Die Pipette wird zweimal mit }« 


0,1 cem destillierten Wassers gewaschen und das inzwischen hamolysierte 


Blut mit 6cem absoluten Alkohols geféllt. Man zentrifugiert 5 Minuten 
lang, gieBt die klare, obenstehende Fliissigkeit in ein Spitzglas ab, wascht 
zweimal mit je 2cem absoluten Alkohols nach und zentrifugiert wieder. 
Die alkoholische Schicht wird mit dem zuerst abzentrifugierten Alkoho! 
vereinigt, mit 0,02 cem einer 7°,igen Kaliumchromatlésung versetzt und 
mit einer n/100 Silbernitratlésung aus einer Mikrobiirette titriert. Beim 
ZuflieBen der Silbernitratlésung wird fortwaéhrend mit einem diinnen 
Glasrohr umgeriihrt. Die Anzahl der verbrauchten Kubikzentimeter 
Silbernitratlésung, mit dem Faktor 0,585 multipliziert, gibt die Menge 
NaCl in Milligramm an. Die Biirettenhahne diirfen nicht eingefettet werden. 
Die Biiretten sind haufig mit Chrom-Schwefelséure zu reinigen. 


Bei der Ausfiihrung der intraperitonealen Injektion verfuhr ich 
wie folgt: Eine 9,5°,ige Rohrzuckerlésung, die nach der Angabe 
Hamburgers mit dem Kaninchenblut isotonisch ist, wurde mittels 
eines kleinen Trokars und Réhre durch die Haut in die Mittellinie des 
Abdomens eingefiihrt. Die muskulire Wand wird dabei etwas nach 
oben gehoben und innerhalb der Linea alba der Trokar in die so ge- 
bildete Falte eingestochen. Der Trokar wurde dann entfernt, wihrend 
das Réhrchen bis zur Injektion liegen blieb. Die zu_ injizierenden 
Lésungen wurden kurz vor der Injektion sterilisiert; ebenso der In- 
jektionskolben und der verbindende Gummischlauch.  Gleichzeitig 
wurde auch Euphyllin eingespritzt. Es wurden hiervon in steriler 
Lésung 0,5ccm mit einem Gehalt von 0,12 g Euphyllin intramuskulir 
in .einen Unterschenkelmuskel injiziert. 10 Minuten nach erfolgter 
Injektion wurde die erste Blutentnahme ausgefiihrt. Weitere blut- 
proben wurden 20, 30, 45 und 60 Minuten nach der Injektion entnommen 
und auf ihren Kochsalzgehalt analysiert. 


Die Operation der Tiere wurde in Morphiumnarkose ausgefiihrt. Die 
Haut wurde in der Mitte des Halses, im unteren Drittel, gespalten und unter 
Vermeidung jeglichen Blutverlustes der untere Vagus und Sympathicus 
freigelegt. Unter Schonung des Vagus wurde der Halssympathicus frei 
prapariert und ein Faden unter denselben gelegt. Unter Fiihrung des so 
freigelegten Sympathicus wurde in der Tiefe vorwarts gedrungen, bis man 
in der oberen Thorakaléffnung zum Ganglion cervic. inf. und der in dasselbe 
einstrahlenden Zweige durch isolierende Préparation unter Vermeidung 
jeder Blutung vorgedrungen war. Nach vollstandiger Isolierung des Ganglion 
war es leicht, mit einer passend gekriimmten Pinzette das Ganglion cervic. 
inf. beidseitig mit allen seinen Zweigen herauszureiBen. Die Operations- 
wunde wurde nach bekannten Regeln verschlossen. Die Wunde heilte 
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tets p. p. Irgend eine éuBerliche 
olge der Operation haben wir 
icht gesehen. Die Schilddriisen- 
xstirpation wurde in der ge- 
vohnten Weise ausgefiihrt. Alle 
Nerven wurden sorgfaltig geschont. 

Die Volumenbestimmung im 
Blute erfolgte mit dem Himato- 
krit sowohl vor, als auch 
30 Minuten nach den _ Rohr- 
zucker-Euphyllininjektionen. 

Die Ergebnisse meiner Ver- 
suche habe ich in nachfolgenden 
Protokollen und in vier Einzel- 
kurven und einer Ubersichts- 
kurve iiber die Gesamtheit 
meiner Versuche dargestellt. 

Der durchschnittliche Nor- 
malgehalt des Blutes an Chloriden 
betrug bei den normalen Tieren 
vor der Injektion 0,582°,. Die 
gréBte Menge nach den beiden 
Injektionen trat in der dritten 
10-Minuten-Periode auf, und der 
Chloridgehalt belief sich in dieser 
durehschnittlich auf 0,551°,. 
Nach einer Stunde war der 
normale Chloridgehalt annahernd 
wieder erreicht. Das Volumen 
der roten Blutkérperchen sank 
durchschnittlich als Folge der 
Injektion auf 50,9°,. 

Die Beobachtungen, welche 
ich nach Entfernung der beiden 
unteren Halsganglien gemacht 
habe, sind in allen meinen vier 
Versuchen genau die gleichen. 
Durchschnittlich betrug der 
Mittelwert der Chloridkonzen- 
tration vor der Injektion 0,587 °,,. 
nach den beiden Eingriffen trat 
folgendes ein: 

Die Chloridkonzentration 
sank im Blute sehr viel rascher 


‘ucherlés 9. 10G,0(99%) | ¥Or 


Lugphyllin G5(24%) 
Mint 


Inj 


: 
: 


Abb. 1. 





Bae pa & | 


xo tr ow 8 Ro wm, 


TT 


| 


TTTTitTye 


KA PB SS 





tz 


iz ‘92 


I ve 


me 


at 


Operation: Sympathicusektome<— = 


“HN 12 


Tet “MX 


T0 


-1 


or 


T. Honda: 


1OA 2}19m7 


voNyeul Jap yowu uajnur o¢ 
YIN] gq UI}01 Jap Sunwuysequawin 
‘uo yatuy Jap 20a zany 
:UagaadsOy Nig UIj02 J9P FuNMUYSIquaMIN|OA 9381q 


: uayrsedio 


uatuny 
199g 





16¢°F 
COC F 
CUP F 
Clg P 
CUS F 
Cor F 


aes 
COG F 
O06 F 
ClLOF 
Geo F 
Cher 


Coa PF 


my 


sydtMan 


aaxdioy 








Les veg 
GCs Ogg 
0% gag 
OFS Ogg 
cg ogg 
cMg i oti 
r2e g'eg 
og 
Ogg 
0 6F org 
O's veg 
g’eg g1¢ 
ogg Lg 
uouyatuy uonyatuy 
dap yovu Jap 10a 
uayoadoyinig 


U9}01 Jap usUINjO A 


ERS 0 
eL¢°0 
Leo'o 
ESCO 
8lo'0 
16¢°0 


6Leu 
g¢e'0 
9LF°0 
89¢°0 
cge') 
L469°0 
€Lo0 


“IW 09 


LLg°0 
TZ¢°0 
9L9°0 
€L¢°0 
6L9°0 
98C°U 


€cc'0 
oro UO 
TL¢°0 
FSU 
OFS'U 
Lo 0 


8Fo°0 


"TT 922.1 





———— 
0190 | ISO) —Oee’D 
L9V’0. | -Tee'O. GFGO 
6990 6FO L9C'O 
PLZO SkGO LEC'O 
GLC'0 | G2Z¢'0 | ZES‘'o 
L9¢'0-- 889°0 | SFC'O 
“yar ‘ol Adao 

0gc'0 09C'O «FLO 
lg'0 cFe'O «BECO 
LEO 9960 91¢'0 
6620 9990 690 
LEc'0 «680 E9C'U 
L9¢G0 | SLC'0 | ggc‘o 
6eg0 T1900 98e'o 
“UIW OZ “YW OL 


‘UIW Sb UlW OF 


uonyaluy sap 


youu 


ABNigq Ut spru0jyy 


98S°0 
csc'o 
L6¢°0 
O80 
6L9°0 
880 


SOMO TY 


(31% 92) gg (77096) 
uyypAqdnry OU0T 
Sunsopeyounz 


G“orsuRy sap uoyediysxy : cormwiedy 





PLo0 
6L9°0 
Pxg'0 
9L°0 
L69°0 


16¢°0 


uoryafuy 
Jap 410A 





$ MOMPOVINY 


(31% 6) 
v0 00T 
JUNE jAayjon7Z 


(31% $Z) GO 
uypsqdny 


yaytissnyy woayrissnyy 
ayoizitar ayaatzifur 
4B[Nysnwesjuy jPauojyadeijuy 


HayMssnpy aysaizifuy 





‘TIX ‘OT 
‘IIX 8 
IIX '€ 
‘IX ‘0 
IX ‘92 
‘IX “6 


wnyeg 


oe ww 6 


N 


aN 


qonsidA 





‘| AN Usyouruwy 
“T 9N2qQ9,, 








‘ ¥é 96 pet) RGU oOMPOT UN 
hn 10 YPC 9100 TL90| 1Zg0 LITO Lee ; : . 
a LOGE 6G 1¢ ¢¥¢ V2 = aaate | vente | ie A tl 
‘ 96 4 ge C C : . ua 
Cro'e 09 OLE 6490 120 OlLgO pated peo BxC'O (31% ¢'6) ll ‘v al 
' pt: ton VC 6420 El19°0 OLGO 6190 SLE0  bOSE (71% FZ) GO } Te Il 
Sm ogg‘ O98 U le dav ; ? cy 1900 19¢°0 or | 
a 3 or OFS O99 = O8T'D BLED BLO) ISTO LEE aaa MA gunsepaoyonz| “| “8 ot 
5 ei. ‘e | ote o'eo = G40 GLG'0 | OLED ELTO  WBTO = FETO 1 eZ 6 
< - ce ;o | aa ae ‘ -" 4 gc’) g9c'0 = 
cS ‘ A y 920 «990 | 9960 FFSO U9 ; . by 
3 ef : Cre € CCPr Cor 699 0 ‘stULOYYaploed Cu, aTByO4 : uorpeed( I RI 
= 23,3 
» 572 ¥6 ~ Tru : HOMO 
Z 2253 ae) EgC" 1c'0 | LEGO | 9E9°0 | LLE'O 
2 esis a nie | ote Lc) «€9¢'0 | FeC'O | LES 
a Si 3 Bet 6 6F gre aLou € a eg 1 El g 
~ < ‘4 = »s . »* ger JEN e 
> #28 oes o'r O'8S = GLO ELT | GLIO | GFTO | SEU gcc‘o (m%o'6) | 1 6 L 
= fee" cle'e CLF gIg gogo geco LEGO Tec0 sro) 6E¢ (M% FB) FO o'ooT 1 ? 9 
= fe ClE a6 ahs agetot pac " >TO! eet 6ec'0 . - ¢ 
° $25 . oge's O'RF ole "ey Zo LEO e190 tna srt anpdqdnry suns oyonz) “TTX ‘OG © 
= 535% core O'Oe OSE 69c' «~SFSO EeCO WO csg0 - TIX ‘LZ t 
jaa &. = 2. CY ; ‘d = 4 ail 46 P vs “( A & 
S r5 5 . coos gee 06S 60 KO ELT0 190 900) 1690 ys dorpBaod, ‘1IX “02 
¢ a z 300% ag “JUL “OLAJ@O UOI|FuBr sep uoedansxy : dorywlod( é , 
= Pe & Bis. 
Z ¥ SS Pi ‘ r 
) t ‘ aay yé . > JOMIOFII 
Ps 7 Zi. es “OC IG 1900 «Ze FFG'O. 4SC'0 | FYGO | ~O8SO 1ovtN 
N 3 ro ORB G 0g “os ~~ 1909 | FaG'O (31% ¢'6) ‘LIX ‘SI tH 
= S — po% rc co cc'() LOC( Sy O/ gn ¥ i 7 P al @ 
; 5 3 eco'g 0°08 ORR | 290 | Cav0 | THT 0 | Hee 9920 1890 \ ee O00 xz 2 
3 4 oog'2 ole G'1G gac’y | GFC'O) «6 FG'O 2990 seed bie | uiqdny | one yoxonz| TIX 6 | 
: cgo'e | 009 gre gec'o | eaa'O «THO | LEGO O90 | GzE'O | 
S =~ z > @N 
= Tissn Naysissniy 
= ‘UIW 09 “UW Sb “4IW OF | FIW OZ FW OL) uonyafuy yn tm aysaizifur 
S , ay uonyetuy uon yatuy punaicraeninnenendieipmmanians Jap JOA J¥[NySNurVesy uy [vauoytiadesjuy wnjeq qonsiaA 
Tt. sap yowu Jap 104 uonyetuy sap yqovu | — aa | i ee ce ae 
uotuny yyMman a ———— _ 
: , —_— Missnjy as012f uy 
19W 94] sndioy uayouadoynig aanyg wr epud[yD yoyissnyy 
u9}01 Jap UauINjOA 





‘SAN UstOULuey 


‘TT ANIL 





SaUEEEniieeeeammaemennmimmmmmmeeeemenmeemmeen 











78 T. Honda: 


als vor der Entnervung der Schilddriise. Der Minimalgehalt an Chloride; 
wurde schon in der zweiten 10-Minuten-Periode erreicht, und zwa; 


sank er durchschnittlich auf 0,546°.: ein Wert, der kleiner ist. als 


in irgend einem Versuch vor der Entnervung der Schilddriise, 45 Mi 
nuten nach der Injektion war der friihere Gehalt an Chloriden annahern: 
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Abb. 2. 


wieder erreicht. Der Unterschied an Gehalt der Chloride im Blute tritt 
sehr deutlich aus der kurvenmaBigen Darstellung in der Schar der 
Ubersichtskurven hervor. 


Die Entnervung hatte also zu einem deutlichen Unterschied gegen- 
tiber dem Normaltier gefiihrt. Da sich die wesentlichen Faktoren, 
mégen dieselben sein, welche sie wollen, fiir den Unterschied vor und 








Stoffaustausch zwischen Blut und Geweben. 


iach der Entnervung auberhalb des Operationsgebietes abspielen 
liirften, kann der gefundene Unterschied nicht als eine lokale Operations- 
folge, sondern vielmehr als eine Folge der Denervierung der Schilddriise 


betrachtet werden. 

Ehe auf die Erklarung des auf 
den ersten Augenblick vielleicht 
nicht ganz erwarteten Ergebnisses 
eingetreten werden soll, ist es 
notwendig, auf einen Kontroll- 
versuch einzugehen, der mir fiir 
die Kritik meiner Arbeitsweise 
nicht unwesentlich erschien. Bei 
einem meiner Tiere habe ich 
nach AbschluB aller Beobach- 
tungen vor und nach der Ent- 
nervung der Schilddriise die voll- 
stindige Exstirpation der Schild- 
driise angeschlossen. Es geschah 
dies, um die bekannten bedeut- 
samen Feststellungen von Ep- 
pinger bei meiner Versuchsan- 
ordnung zu reproduzieren. Dab 
diese Reproduktion vollstandig 
gelang, geht sowohl aus den 
einschligigen Protokollen, wie 
aus der kurvenmabigen Dar- 


stellung hervor. Die Verinde-, 


rung im Chloridgehalt des Blutes 
war ganz minimal. Hieraus 
folgt, daB ganz allgemein der 
Stoffaustausch zwischen Blut und 
Gewebe jedenfalls hinsichtlich 
der Chloride durch die totale 
Exstirpation der Schilddriise 
tief herabgesetzt ist. 

Wie ist nun die scheinbar 
gréBere Veriinderung im Chlorid- 
gehalt des Blutes nach der 
bloBen Entnervung der Schild- 


driise zu erkliren’? Es lieBen sich verschiedene Méglichkeiten denken. 
Die Wahl unter diesen Méglichkeiten wurde mir dadurch erleichtert, 
daB zu gleicher Zeit, als die hier mitgeteilten Untersuchungen an- 
gestellt wurden, Herr Tierarzt Wdchter den EinfluB der Entnervung 
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der Schilddriise auf die Wirksamkeit der spezifischen Diuretica unter- 
suchte. Er hat mir gestattet, von seinem Resultat an dieser Stelle 
vor Erscheinen seiner Arbeit Gebrauch zu machen. Wédchter fand, 
daB die Wirksamkeit der spezifischen Diuretica, beurteilt an der 
GréBe der Harnausscheidung, herabgesetzt sei. 

In meinen Versuchen handelt es sich um zwei Vorgiinge ungleicher 
physiologischer Wertigkeit. Durch die Einfithrung von 100 cem Zucker- 
jssung in die Bauchhéhle wird 








ein Vorgang geweckt, der zum S £ s 
griBten Teil rein physikalisch- § S 5 
chemischer Natur ist. Dieser per ery: ote 574 nt 
Vorgang fiihrt zu einer raschen a S 
Abwanderung von Chloriden aus “ 

dem Blute in die Bauchhdhle. k ~ 
Dieser so wesentlich physikalisch- i"t ing. 

chemische Vorgang wird durch “m 20 8 
den Ausfall der Innervation der _ . 
Schilddriise, die einen feineren Re- ‘eal 
gulationsmechanismus _ betatigt, ‘is a ~~ 

nicht beeinfluBt. Hingegen wird  - ® 
die Elektrolytauswanderung aus > $d 

den Geweben in das Blut offen- Operation: Symoathicusestomie«— ® 
bar, wie auch aus den Wédchter- vor 

schen Ergebnissen geschlossen " iP 0 

werden darf, verzégert. Das » 30 <: 
Endresultat wird sein, daB die : | 

Senkung des Chloridspiegels im [| 

Blut wegen des nicht hin- \ ra 0 ‘ 
reichenden Nachstroms aus den . su Ss 


Geweben gréBer wird, als vor 
der Entnervung der Schild- Abb. 4. 
driisen. 

Anders liegt die Sache bei vollstandigem Fehlen der Schilddriisen. 
Da sinkt die Permeabilitat aller Kérperzellen, auch derjenigen, welche 
am Austausch zwischen Blut und Bauchhéhleninhalt beteiligt sind. 


Auf Grund dieser Aufklarung glaube ich, kann die Behauptung 
aufgestellt werden, daB meine Versuche einen neuen Beweis dafiir 
liefern, daB die nervése Versorgung der Schilddriise im Dienste des 
Absonderungsvorganges derselben steht, und daB man durch eine feinere 
Analyse der Stoffwechselvorginge im Organismus den Ausfall der 
Innervation der Schilddriise offenbar werden lassen kann. 

Der wesentliche Inhalt meiner Arbeit ist der nachfolgende: 

Biochemische Zeitschrift Band 197. 6 
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Stoffaustausch 


1. Es wurde die Anderung im Chloridgehalt des Blutes verfolgt 
gleichzeitiger Injektion eines spezifischen Diureticums und von 


hel 
100ecem Zuckerlésung in die Bauchhéhle des Kaninchens. 
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zwischen Blut und Geweben. 
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veranderte. 


3. Nach vollstandiger Entfernung der Schilddriise anderte sich 
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Operation: Thyreoidekfomie < 


Abb. 5. 


der Chloridspiegel nur ganz geringfiigig. 


4. Die unter 2 mitgeteilten Tatsachen lieben sich aus dem Wegfall 


der Innervation der Schild 





driise erklaren. 
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Der Vergleich des Verhaltens des Chloridspiegels im Blute vor 
und nach der Entnervung der Schilddriise ergab, dab der Chloridgehalt 
des Blutes sich nach der Entnervung der Schilddriise rascher und starker 








Beitrige zur Physiologie der Driisen. 
Von 
Leon Asher. 


Nr. 115. 


Die Beseitigung 
von Uberkompensation des Eisenverlustes nach Milzexstirpation 
durch Blockade des reticulo-endothelialen Systems. 


Von 
Yuzura Kojima. 


|Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern 
(Eingegangen am 27. Marz 1928.) 


Mit 9 Abbildungen im Text. 


In einer vorausgegangenen Arbeit hatte Nenenschwander' den 
Kisenstoffwechsel von normalen und entmilzten Meerschweinchen 
untersucht. Dies geschah mit der Absicht, den Eisenstoffwechsel bei 
diesen Tieren, welche vorausgegangene Untersuchung des Berner 
Physiologischen Instituts als Tiere mit einem stark entwickelten Kom- 
pensationsvermoégen fiir den Ausfall der Milz erwiesen hatte, genauer 
zu untersuchen. Es wurde die Annahme gemacht, da® bei diesen Tieren 
eine Vermehrung der Eisenausscheidung nach der Entmilzung nicht 
eintreten wiirde. Diese Voraussetzung hat sich, wie die Ergebnisse 
der Arbeit Neuenschwanders zeigen, als durchaus zutreffend erwiesen 
Nur in einem einzigen Falle trat eine kleine Vermehrung der Eisen 
ausscheidung auf, in den anderen Fallen war sie aber konstant oder 
ein wenig vermindert. Das Eintreten der Leber erklirt diese Befunde 

Auf Grund der Neuenschwanderschen Befunde und im Zusammen 
hang mit den Lehren der Berner Physiologischen Schule iiber den 
Anteil der Milz am Eisenstoffwechsel war eine Fortentwicklung der 
Fragestellung auBerordentlich naheliegend. Nach den Vorstellungen 


1 Fr, Neuenschwander, diese Zeitschr. 190, 465, 1927. 
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von Aschoff ist die Milz ein Teilgebiet des groBen retikulo-endothelialen 
Systems. deshalb darf man wohl annehmen, dab bei fehlender Milz 
lie Méglichkeit besteht, dal die anderen Glieder des retikulo-endo- 
thelialen Systems in gesteigerter Weise die Vertretung der Milz tiber- 
nehmen kénnen. Wenn dem so ist, so gabe die von Aschoff inaugurierte 
Methode der Blockierung des retikulo-endothelialen Systems vielleicht 
lie Méglichkeit, die Kompensation des Ausfalls der Milz zu beseitigen 
oder zum mindesten zu schwichen. Auf Anregung von Prof. Asher 
habe ich den Eisenstoffwechsel von Meerschweinchen vor und nach 
der Entmilzung untersucht unter Heranziehung der Blockierung des 
retikulo-endothelialen Systems. 

Der Eisenstoffwechsel an den Meerschweinchen wurde im wesent- 
lichen nach den von Neuwenschwander ausgearbeiteten und genau be- 
schriebenen Methoden untersucht. Ich bediente mich der von ihm 
beschriebenen gliisernen Stoffwechselkafige, die eine Trennung von 
Harn, Kot und Nahrung gestatteten und vor allem vor einer Ver- 
unreinigung mit Eisen schiitzten. Da bei den kleinen zur Verfiigung 
stehenden Kotmengen Mikromethoden der Analyse benutzt werden 
mubten, mubte dafiir gesorgt werden, dab aus der Umgebung kein 
Eisen in die Kafige gelangte, daher wurden MaBnahmen getroffen, 
um den Kafig méglichst staubfrei zu halten. 

Eine eisenfreie Ernihrung bei Meerschweinchen durchzufiihren, 
ist nicht méglich. Sie wurden mit den nétigen Mengen von Hafer, 
Blumenkohl und roten Riiben ernahrt. Die pro Tag gefressene Nahrungs- 
menge wurde genau bestimmt. Auf Grund von Vorversuchen habe 
ich den Tieren taglich 20 bis 22 g Hafer, 10 bis 15 g Blumenkohl und 
30 bis 40 g rote Riiben verabreicht. Die Gesamtmenge des in diesem 
Futter enthaltenen Eisens betrug, wie aus der nachfolgenden Tabelle 
ersichtlich, etwa 1,2 mg. 





Gefundene 


Die Me . E , E ! ‘ 
” oe V consehte 100 mg — > iba ee E:sengehalt des 
Rohgemiise Menge veraschtem Rohgemuise Futters pro Tag 

Pe mg my my 

ee 10 4.880 0,0097 0.4147 22 g = 0.9108 
Rote Riiben . . 10 0,739 0,0090 0.0665 30¢-- 0.2011 
Blumenkohl. . 10 0.657 0.0108 0.0715 1g -- 0.1065 
Durchsehnittliche gesamte Eisenmenge pro Tag 1.2188 


Die Tiere wurden taglich zwischen 8 und 8!. Uhr morgens ge- 
wogen und der abgeschiedene Kot vollstaindig in einer Porzellanschale 
gesammelt. Etwa anhaftende Haare wurden sorgfiltig mit einer 
Hornpinzette entfernt. Inzwischen wurden die Kafige mit redestil- 


6* 
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liertem Wasser gereinigt und dann getrocknet. Taglich wurde frisch: 
Futter gegeben, der Rest vorsichtig gesammelt und gewogen. Di 
Verarbeitung des Kotes und die Eisenanalyse nach den Verfahren vo. 
Kugelmass, in der Art, wie es Newenschwander beschrieben hat, bedar 
keiner wiederholten Beschreibung. 

Die Entfernung der Milz wurde in Morphiumnarkose in der iibliche: 
Weise unter aseptischen Kautelen ausgefiihrt. 

Die Blockierung des retikulo-endothelialen Systems geschah 
zuerst mit Elektrocollargol, spater mit chinesischer Tusche. 

Das Elektrocollargol wurde in 2.5°,iger Lésung benutzt. In 
Vorversuchen konnte ich an normalen Tieren feststellen, daB einmalige 
Injektion von 1 cem pro 1000 g Gewicht ohne Schaden vertragen wird 
Da die Versuchstiere jedes etwa 500g Gewicht hatten, injizierte ich 
jedem Tier intrakardial im Intervall von 2 Tagen 0.5 cem. 

Da aber Symptome der Schwache und Appetitlosigkeit eintraten, 
verminderte ich die Dosis schon nach zwei Injektionen auf 0.2 bis 
Q.lcem. Aber auch diese kleinen Mengen ertrugen die Tiere nicht, so 
daB ich die Blockierung mit Elektrocollargol verlassen mubte und zur 
Blockierung mit chinesischer Tusche iiberging. 

Es wurden drei milzlose Tiere mit Elektrocollargol blockiert. Das 
erste Tier starb 10 Tage nach der Blockierung. Hingegen war in den 
ersten 6 Tagen der Zustand ein ziemlich guter. Das zweite Tier verlor 
schon nach der ersten Blockierung die FreBlust und starb nach 6 Tagen. 
Das dritte Tier starb schon nach der zweiten Blockierung an Kollaps. 

Zur Injizierung von chinesischer Tusche wurde eine 10°,ige Losung 
von Pelikantusche benutzt. Die Tusche wurde zuerst im Moérser ganz 
fein zerrieben, im destillierten Wasser aufgeschwemmt und vorsichtig 
durch femme Watte filtriert. Dann wurde die Lisung im Wasserbad 
30 Minuten lang bei 70° sterilisiert. Vor jeder Anwendung wurde sie 
unter Anwendung von aseptischen Kautelen nochmals filtriert. Intra- 
kardiale Injektion wurde in Intervallen von 2 Tagen ausgefiihrt. Die 
ersten zwei Injektionen betrugen je 3 cem, die folgenden je | bis 0.5 cem. 
Es wurde bei fiinf Tieren die Blockierung ausgefiihrt. 

Zwei Tiere erhielten Injektionen von Tusche, nachdem ihnen die 
Milz exstirpiert worden war. Der Zustand der Tiere war gut, so dab die 
Versuche bis zum Ende durchgefiihrt werden konnten. Bei anderen 
Tieren wurde die Tusche sowohl im normalen Zustande wie nach der 
Exstirpation der Milz eingespritzt. Auch diese Tiere ertrugen die 
Injektionen, ohne irgendwelche bedenklichen Symptome zu zeigen. 
Um mich iiber den Erfolg der Blockierung zu informieren, habe ich nach 
AbschluB aller meiner Versuche die Tiere getétet, die Leber und das 
Knochenmark herausprapariert und in Alkohol eingelegt. Die histo- 
logische Untersuchung wurde im Berner Pathologischen Institut aus- 
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vefiihrt. und ich méchte auch an dieser Stelle Herrn Prof. Wegelin 
einen besten Dank dafiir aussprechen, dab er mir sein autoritatives 
‘rteil zur Verfiigung gestellt hat. Dasselbe. welches das Gelingen der 
Blockierung bestatigt, lautet folgendermaben: 

.. Leber: Die Ku pfferschen Sternzellen enthalten tiberall sehr reichlich 
schwarze Korner von Kohlenpigment und sind mit solchen ganz voll- 





gepfropft und meistens stark vergréBert. Bei Meerschweinchen B ist 
die Menge des Kohlenpigments etwas geringer als bei A und C 

Knochenmark: Das Knochenmark enthalt sehr reichlich blut- 
bildendes Gewebe und nur wenige Fettzellen. Die Retikulumzellen 
enthalten bei allen Tieren viele Kérnchen von Kohlenpigment. Die 
Megakaryocyten sind zahlreich.” 

Zur besseren Illustrierung bringe ich auch zwei mikrophoto- 
graphische Reproduktionen von den histologischen Praparaten. Abb. | 
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zeigt das Bild der Leber eines entmilzten Meerschweinchens nach ce 
Blockade. Abb. 2 das Knochenmark des entmilzten Meerschweinchen 
gleichfalls nach der Blockade. 

Die Praparate stammen von Tieren 24, 30 und 48 Stunden nac!} 
der letzten Injektion. Die histologische Untersuchung zeigt daher 
daB die Folgen der Blockierung in der hier abgebildeten Form bis 





zu dieser Zeit erhalten bleiben. Fiir den Plan meiner Arbeit ergibt 
sich hieraus, dab die Eisenstoffwechseluntersuchungen, die ich an- 
gestellt habe, bei Tieren gemacht wurden, bei denen die histologische 
Untersuchung den betreffenden Grad von Blockierung nachzuweisen 
vermag. 

Zur Technik der intrakardialen Injektionen der Tusche bemerke 
ich noch, daB ich sehr feine Injektionsnadeln von 0.5 mm Durchmesser 
und 2.5cem Lange gewahlt habe. Vor der Benutzung wurden sie 
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terilisiert und mit aseptischer 3°,iger Natriumcitratlisung  aus- 
espritzt. 

Nach ihrer Anlage gliederte sich meine Arbeit in folgende Ab- 
schnitte : 

1. Habe ich drei Tiere, Meerschweinchen Nr. 1, 2 und 3, bei denen 
ch die Milz exstirpierte, und den Eisenstoffwechsel vor und nach der 
Blockierung untersuchen konnte. 

2 Habe ich drei weitere Tiere, Nr. 4, 5 und 6, an denen ich die 
Gesamtheit der erforderlichen Untersuchung habe anstellen kénnen, 
nimlich zuniachst einmal den Eisenstoffwechsel vor und nach der 
Blockierung in normalem Zustande und sodann nach Verlauf einer 
vewissen Zeit die nochmalige Untersuchung des Eisenstoffwechsels 
nach Exstirpation der Milz sowohl vor wie nach der Blockierung 

Die Ergebnisse meiner Untersuchung habe ich in den nachfolgenden 
Protokollen sowie, um sie besser zu veranschaulichen, in fiinf Dar- 
stellungen durch verschieden bezeichnete Stabe niedergelegt. Abb. 3 
bis 8 sind Einzeldarstellungen, wahrend Abb. 9 eine gesamte Ubersicht 
iiber simtliche Versuche im Durchschnitt ist. 

Es ist nicht ohne Interesse, auf Grund der bildnerischen Dar- 
stellungen die Haupttatsachen kurz zusammenzufassen. Ich bemerke, 
daB ich je drei Stabe in den Figuren angebracht habe. Der eine Stab 
gibt das Koérpergewicht, der zweite Stab die Gesamteisenmenge pro 
Tag in Milligrammen und der dritte Stab die pro Tag ausgeschiedene 
Eisenmenge in Miiligrammen pro 100 g Kérpergewicht. Dieser letztere 
Stab veranschaulicht auf das genaueste das erhaltene Resultat. 

Bei Meerschweinchen Nr. 1 betrug im milzlosen Zustande die 
tiigliche Eisenausscheidung pro 100g Kérpergewicht 0.1824. Nach 
der Blockierung mit Elektrocollargol stieg dieselbe auf 0.2405, also 
um den hohen Betrag von 31,85°.,. Bei Meerschweinchen Nr. 2 betrug 
die Eisenausscheidung in dem gleichen Mabe 0.1986 mg, um nach der 
Blockierung mit chinesischer Tusche auf 0.2743, also um 37,12°,, zu 
steigen. Bei Meerschweinchen Nr. 3 belief sich im milzlosen Zustande 


die Eisenausscheidung auf 0.1791, um nach der Blockierung auf 0.2247, 


also um 31,53°,, zu steigen. 

Aus allen diesen drei Versuchen geht also klar hervor, dal die 
Blockierung von Leber und Knochenmark bei Meerschweinchen, die 
den Verlust der Milz so gut zu kompensieren vermigen, diese Kom- 
pensation sofort herabsetzt und dementsprechend die Eisenausscheidung 
wichst. Es war dieses Resultat von uns auf Grund aller unserer Er- 
fahrungen und Uberlegungen vorausgesehen, aber erst die hier ge- 
brachte experimentelle Erfahrung konnte das entscheidende Wort 
iiber die Richtigkeit derselben sprechen. 
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Durchsehnittlicher Eisenwert und Kérpergewicht 
von normalen und milzlosen Meerschweinchen vor und nach der Blockierun: 
mit chinesischer Tusche und Elektrocollargol (Abb. 3 bis S). 
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0,62 








Vor 


Nach 
der Blockierung mit 


chinesischer Tusche. 


Meerschweinchen (Mannchen) 
Milzlos (Tabelle V B). 


Tiere ist das Kérpergewicht merklich gesunken 


Bei einem annahernd konstant geblieben und bei dem dritten sogar 


gréBer geworden als im Zustande vor der Blockierung. 


Meerschweinchen Nr. 4 ist der erste Fall. wo die Gesamtunter- 


suchung durchgefiihrt werden konnte, namlich diejenige im Normal- 


zustande und dann erst nach der Milzexstirpation. 








92 Y. Kojima: 


Im Normalzustande betrug die Eisenausscheidung pro Tag un! 
pro 100 g Korpergewicht 0.1905 mg nach der Blockierung, mit chines 
scher Tusche betrug der gleiche Wert 0.1965, demnach eine zu vernac! 
liissigende Steigerung von 3,06°,,. Bei diesem Tiere sank nach der Mil 
exstirpation die Eisenausscheidung auf einen recht niedrigen Wert 
ninmlich von 0.1235 pro Tag und pro 100 g Koérpergewicht. Hier liegt 
sehr deutlich der von Neuenschwander aufgeklarte Fall der Uberkompen 
sierung durch die Leber vor. Nach der Blockade aber erhob sich dic 
Kisenausscheidung auf 0.1566 mg, d. h. eine Steigerung von 21,14° 
Dieses Beispiel zeigt meines Erachtens sehr deutlich, da die Blockade 
einen Faktor, der die Eisenausscheidung reguliert, in hemmende: 
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Weise beeinfluBt hat. Wenn die Steigerung der Eisenausscheidung 
trotz der Blockade doch nicht den Wert des Normalzustandes erreicht, 


so erklirt sich dies wohl ungezwungen dadurch, dab die Blockade keine 


volistandige ist und sein kann. Darauf haben schon mehrere Forscher. 
die sich mit der Blockade beschiaftigt haben, hingewiesen. Es geniigt 
ja schon, wenn die Blockade einen gewissen Teil der Funktion unter- 
bricht, und das tut sie ja unzweifelhaft. Die partielle Unterbrechung 
bewirkt in dem vorliegenden Falle, da8 die Uberkompensierung durch 
die Leber merklich, wenn auch nicht vollstandig, zuriickgedringt 
wird. Wie gut dieses Tier Entmilzung und Blockade vertragen hat, 
geht deutlich daraus hervor, da das Kérpergewicht nach der Blockade 
etwas héher ist als im entmilzten Zustande vorher. 

Das gleiche Bild zeigt der Versuch an Meerschweinchen in Nr. 5 
Die tagliche Eisenausscheidung pro 100g Kérpergewicht betrug im 


normalen Zustande 0,219. Nach Blockierung mit chinesischer Tusche 
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hob sich die Eisenausscheidung um einen sehr geringen Betrag, namlich 
im 5.7%. Nach der Entmilzung sank zunichst die tagliche Eisenaus- 


Gesamtiibersicht (Abb. 9a, b, ¢). 
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Durchschnittlicher Eisenwert und Kérpergewicht von milzlosen 
Meerschweinchen (Nr. 1, 2,3) vor und nach der Blockicrung 
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Durchschnittlicher Eisenwert und Kérpergewicht von normalen und milzlosen Meerschweinchen 
(Nr. 4, 5, 6) vor und nach der Blockierung. 


scheidung auf 0,178 mg. Nach der Blockade stieg die tagliche Kisen- 
ausscheidung auf 0.2245, hatte sich demnach gegen vorher um 20.62%, 
gehoben. Die Vermehrung war so groB, daB in diesem Falle die normale 








Mt Y. Kojima: 


Tabelle 1. 


Meerschweinchen (Mannchen). 


Am 25. Juni 1927. 


Milzexstirpation. 


























- 3i 3 e8 to c | ss c 
» | €2'8u¥ ge FF |HTk Ss 
Datum % §- ges =° S |PEF 8 ‘ ' 
es £S= ss = _ & = Futter und Bemerkungen D: 
& $= &26 vé = | obs = 
g g2/\"Ss cf) * [gts 
1927 g g mg my mg my mg 
25. VI.) 482,1 R. R. 40g, BLK. 10g, 1.15, 19. 
26. VI. 472.7 4,920 [R. R. 40g, BILK. 10g, H. 204 20, 
27. VI. 482,7 3,760 i =o m1. 
28. VI. 492.2 4,414 0,0220.0,8399 0,1841 29. 
29. VI. 496,2 4,120 0,0210/0,8304 0,1684 03, 
30. VI. 496.5 2,940 0,0250)0,7250 0,1460 D4, 
1. VII. 497,3 2,962 0,0820/0,9578 | 2 —0,1624 | 5 
2. VIL. 492,5 4,543 0,020010,9086 (20,1852 ( = Alice geicesen 26 
3. VIL. | 490,0 3,362 0,0320 1,0761 0,2174 | = 27 
4. VIL. 488,5 3,070 0,0330 1,0131 0,2067 IB, 
5. VIL 491,2 4,113 0,0225 0,9265 0,1886 29, 
6. VII. 508.7 1,968 0,0270 0,5314 0,1044 H. 12 g, nicht gefressen 30. 
7. VIL. 506,38 2,891 0,0312 0,8916 0,1761 BI. K. 10 g, nicht gefressen 31. 
8. VIT. 510.5 0,930 0,0475 0,4138 0,0811 Hafer 15g, . . 1. 
Durch- - 7 2. 
schnitt 497,2 0,9185 0,1824 3 
Nach der Blockierung mit Electrocollargol. Du 
8. VIL. 1937. Electrocollargol 0,0125 g. sch 
Pro kg Kérpergewicht 0,025 g Electrocollargol. 
9. VIL. | 505.3 0,605/0,0300/0,1815 x 0,0338 SS Kein Appetit, H.1 Tag nicht 
10. VIL. || 496,8 2,559/0,0430'1,1362) "> 0,2287 B Block. 0,0125, alles yetressen 
11. VII. | 486,4 3,548/0,0438 1.5520] % 0,3191 | % anes getressen 
12. VII. | 495,4 2,830/0,0438/1,2381 JE 0,2499|S Block. 0,005, 5¢ H. nicht getr. 4 
13. VII.| 490,2 1,747/0,062511,0919 (=. 0,2227 3! Block. 0,008 5 
14. VII. | 486,8 |2,642/0,0494 1.2148] ZB 0.2495] BH. 8 g nicht getressen 6 
15. VIL. | 485.9 2.632 0,0320 0,8432'} S 01733 © ~ Appetit nicht gut, H. 124 7 
| S nicht gefressen 
16. VIL. | 485,5 1,397 0.0475 0,6635 T (10,1366 4 Block. 0,005, H. 11g n. gefr. $ 
17. VIL. | 473,7 '2,44010,081510,7986, | 0.1685] ~ it. 7¢ nicht gefressen 9 
18. VIL. | 462.8 |1,940 0,0325 0,6071) 0,1312 Block. 0,005, H.13g n. gefr. 10 
19. VIL. 449.1 (3,259 0,0325 1,0591 0,2362) H. 8g nicht gefressen 11 
20. VIL. | 434,9 3,700 0,0313 1,1581) 0,2663 Block. 0,005 12 
21. VII. | 421,0 1,020,0,0200/0,2040) 0,0484 H. nicht gefressen 13 
22. VIL. 410,0 (0,700 0,0240/0,1480) 0,0360, Block. 0,012, gar nichts getr \4 
Dureh- | Di 
schnitt || 470,3 1,0078 0,2405 | pe 


Hafer = H, rote Riben = r. R., Blumenkohl = BL K., Blockierung = Block. Hi 
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Tabelle 11. 


Meerschweinchen (Maénnchen). Am 15. Juni 1927. Milzexstirpation. 





Datum 
1927 
19. VIL. 
20. VIL. 
21. VIL. 
22. VII. 
23. VII. 
24. VII. 
25. VIL. 
26. VII. 
27. VIL. 
28. VIL. 
29. VIL. 
30. VIL. 
31. VIL. 
1. VILL. 
2. VUL. 
3. Vill. 
Dureh- 
schnitt 

















$38 ; s? ge : G83 x 

Ss | Se Ss%\ 52) 5 Bek] & 

| e~ ges ac) gs | ree fs 

z E¢ L € = $% = Key £ = Futter und Bemerkungen 

¢ | 83 O85) && = o8s6| = 

“igu| "s/| & a Fd 

2 g mg my ing mg mg 
440.3 H. 20g, BILK. 10g 
438,7/3,215 R.R, 35g 
435,7/2,587 H. 3g, rR. 10g 
436.4 4.412 BL. K. 25, r. R. nicht gefr. 
435,2 4,317 0,0240 1,0361 0.2381 R. R. n. gefr., sonst alles gefr 
435.0 2,715 0,0345 0,9367 | _ 0,2151 Alles gefressen 
423,0 2,899 0,0245 0,7103 |F | 0.1679 &) | 6 g nicht getr., Appetit n. gut 
423,8 6,200 .0,0170 1.9540 (=| 0.2418 (2 Alles gefressen 
430.7 2.933 0,0178 0.5228 - 0,1214 - H. kleine Mengen nicht gefr. 
441,0 6,000 0,0173 1,9380} [8 0.2349) (Zz 
450,0/4,227 0,01780,7516) (20,1670) {= 
452.7 6,527 0,0143,0,9334 0,2006 
457,9'7,232:0,0150 1,0744 [=] 0,2346 [$ Alles getressen 
465,0.5,775.0,0153 0,8766 {2} 0.1816 (= 
471.7 5,9000,01600,9440] 0200 ]7 
480.7 5,239 0,0165 0.8644 0,1798 . 
488.9 01,8987 0.1986 


Nach der Blockierung mit chinesischer Tusche. 


3. VILL 1927. Block. 2ccm. 10°,ige Losung pro kg Koérpergewicht 5 cem. 


4. VILL. 
5. VILL. 
6. VUL. 
7. VIL. 
8. VILL. 
9. VIII. 
10. VILLI. 
11. VUIL. 
12. VIL. 
13. VIII. 
14. VILL. 


Durch- 
schnitt 


Hafer 








464.5 5,435 0.0325) 1.7664 ~© (3824 “o Gut gefressen 
460,7 5,255 0,0283 1,4872 z 0,3227 & Alles getressen, Block. ? ccm 
454,3.4,175/0,0250 1,0438 |. 0.2297 |, = Appetit n. gut, H.4¢, n. getr 
426,7 4,905,0,0188 0,9221 (3% S 0.2160 S{S _ Block. 05 com 
407,4 4,206)0,0285 1,1798 |= 0.2895 |= H. 5g, nicht gefressen 

— 4,674/0,0233 1,0828 S 02755 Ss H. 12 g nicht gefressen, Block. 

| Ny id 0,5 com, 2 Taye zus. Kot 

393,0 4,674/0,0233 1,0828 = |0,2755 S Block. 0,5 com 
382,1 2,490/0,02400,5460 + 0.1507 +4 — Frift nicht gut 
372.1 2.000,0,0193 0.3860 ~ 0.1037 4 Zu wenig Kot 
360,1 1,003; — a _- Keine Analyse 
353,4 0,038, — -- - Keine Analyse, Tier schwach 
370,3 1,2235 0,2743 


H., rote Raben r. R., Blumenkohl Bl. K , Blockierung — Block. 





Meerschweinchen (Mannchen). 


Y. Kojima: 


Tabelle ITI. 


Am 15. Juli 1927. 





Milzexstirpation. 





Datum 


30. 


31 


1. 
2 


1927 


VII. 
VII. 
. Fi 
. VIL 
. oo 
23. VIL. 
Vil. 
. va 
» VIL 
27. VII. 
i Ve. 
VII. 
VI. 
VIL. 
VIIl. 
VILL. 


Durch- 
s . 
schnitt 


2. VIII. 1927. 


a 


LAID oe 


9. 
1f, 
il. 
12. 
13. 
14. 


15. 


16. 
17. 
18. 


« 
v¥. 


Vul. 
VILL. 
VILL. 
VIL. 
VILL. 
VILL. 
Vill. 
ViLt. 
VIL. 
VUL 
VILL. 
VILL. 
Vill. 
VILL. 
Vill. 
VIL. 


Dareb- | 


schnitt 


Hafer 


- H., rote Riiben 








~ 7 n  @ | & we 
$28 ssf GF) « | §s3 
B §8\ St! ge § wR 
= §* Ges ge 3. Pra 
2 62 $87 g¢ 2 fe 
2 82 “Hs of £52 
& g mg mg mg my 
433,8 
(435,1 3,323 
445,36.077 
446,3 4,097 0,0205 0,8899 0,1876 
451,6 4,887 0,0178 0,8697 0,1926 
440.5 4,7170,0155 0,7310 (=| 0.1642 
443.0 5,630 0,0140.0,7882 (| 0,179 
441,5.5,527 0,0138 0,7627 IS | 0,1725 
441,5.5,487.0,0168 09218} | 0.2065 
447.9 5.283.0,0155.0,8199) 3%. 0,1831 
454.5 3,812(0,01700,7471| | 0.1424 
456,2/4,222/0,0175,0,7389| > | 0,1608 
456,6)5,647 0.0138 0,793 '> | 0,1706 
458,315,325 0,0168 1.0744, (=) 0.2269 
465,0)4,680 0,0165 0,7722 0.1650 
465,7/5,527 0,0145,0,8014 0,1728 
451,7 0,8118 0,1731 


Mittelwert 


5 
re 


0,1835 


0,1626 





01731 











| 


Futter und Bemerkungen 


H. 20g, BLK. 15g. rR. Wy 


Alles gefressen 


Hamoglobin 8S 
H. 5¢ nicht gefressen 


Alles gefressen 


Die Blockierung mit chinesischer Tusche. 


462,6/4,410)0,0180)0,7938 
460,3 5,190'0,0200 1,0380 
462,6 4,350'0,0225 0.7788 
466,3 4,085 0,0250 1,0213 
461,7 4,750 0,0275 0,9999 
463,3 4,740 0,0275 1,3535 
467,0 4,765 0,0230 1,0960 
467,0 4,765 0,0230 1,0960 
463,3 3,970 0,0243 0,9647 
472,1 5,100,0,0260)1,3260 
465,2 6,600 0,0215 1,4190 
463,3 4,703,0,0200 0,9406 


1.0888 


(+ 0,2184 = 26,9031 


1,1403 








458,0 4,410)0,0263 1,1598 (= 





458.0 4810100263 11808 


458,2 4,900/0,0175 0,7000 j= 
467,0 4.2900,0200 0.8400 


463,7 1,0302 


_ 01715 
~° 02215 
= ,2250 


1,0302 


0,2231: 





0,2251 


0,2444 


7 = (+ 0,9. 


0, 
0,% 


r. R., Blumenkohl = 


6 = 31,5384°, ) 





Tusche 1,9cem in 10% iger Lésung pro kg Kérpergewicht 4.cem. 


Kleine Menge nicht gefressen 
Alles gefr., Block. 0.75 ccm 
Block. 1,2 com 

H. 5g nicht gefressen 

Block. 0,7 cem, abends 9 Uhr 
H.6 g nicht gefressen 


Block. 0,5 com 

H 4¢ nicht gefressen 

Block. 0,5 com, H.6g an. getr 
Alles gefressen 

Block. 0,5 ccm, alles gefressen 
Alles gefressen 

Block. 0,5 ccm, alles gefressen 
Hamoglobin 85 

Block. 0,5 ccm 


BL K., Blockierung — Block. 


Dure 
schn 


7. VI 
8. VI 
q VI 
1O.VE 
L1.VI 
12. VI 
I3.VI 
14.V1 
I.VE 
16. VI 
17.VI. 
IS. VE 
IY. VI 
Dure 
schn 

Ha 
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= 
~1 





3 VII. 
‘4 VII. 
5. VIL 
Wi. VIL. 
7. VII. 
Ss. VIL. 
29. VIL. 
). VIL. 
31. VII. 
L.VUI. 
2.V IIL. 
3.V IT. 
4.V TI. 
).VIUL. 
6.VIL. 


Dureh- 
schnitt 


7. VIL. 
8. VII. 


9. VIL. 


10. VII. 
11. VIL. 
12. VII. 
13. VILL. 
14. VIL. 
15. VII. 
16. VILL. 
17. VII. 
18. VIII. 
19. VII. 


Dureh- 
schnitt 


Hafer = H., rote Riiben — 


Koérpergewicht 


nr 


50 
519.0 
504.0 
520.6 
520.3 
522.0 
539.2 
530.7 
534.6 
541.0 
543.5 
543.7 
543.5 
553.0 


505,5 
5 


~!I Or 


532,3 


54, 
550,5 


o 


541.0 
543.0 
533,7 
522,1 
519,7 
515,0 
525,0 


531,0 
538,7 
540.0 


535,0 


d. 
ken 


Gesamtmen 
Kotes, tro 


rm 


4,223 
3,648 
5.358 
3,745 
4,161 
4,500 
4,305 
6,192 
6,710 
6,370 
5,265 
4,890 
4.385 
3.765 











Mittelwert 


0.2166 


0,1643 





09,1905 


Futter und Bemerkungen 


H. 20g, rR. Wy, BIL K. 10g 
H. 3g, rR. 40g, BLK. 15¢ 
Alles gefressen 

H. 5g nicht gefressen 


nm 


Alles gefr.. Himoglobin 7 


| Alles gefressen. 


Alles gefr.. Hamoglobin 76. 


| Alles gefressen 


H. 5g nicht gefressen 
H.12g . ° 


Tabelle IV A. 
Normal-Meerschweinchen (Mannchen). 
si ee t ge 
se% te s&s 
Bei ge 2 | TEE 
S3e 22 = z& 
Cis &$§ = | pes 
mg my mg mg 

0,0240 1,2859 0,2553 
0.0320 1,1984 0.2304 
0,0273 1,1370 |= 0,2116 
0,0260 11,7700 (=) 0.2241 
0,0193 0,8309 |~ 0.1567 
0,0190 1,1765 2 0,2216 
0.0185 1.2414, (= 0,2324 
0,0180 1,1466 ™ 0.2119 
0,0185 0,9737 |B 0.1791 
0.0165 0,8669 (5 00,1485 
0.0183 0,7920 |= 0,147 
0.0195 0.7842 0.1452 

1,635 0,1905 


Nach der Blockierung mit chinesischer Tusche. 
Blockierung mit 10% iger Lésung 2,5 cem. 
5 ecm — 10% iger Losung per kg Korpergewicht. 


6. VIII. 27. 


4,298 
5,450 


9.200 


4,815 
4,720 
4,715 
4,928 
4,619 
4,200 


5,040 
4,900 
5,345 


4,600 
4,600 





0,0220 0,8596 0,2165 
0,0275 1,4988 _ 0,2541 
0,0238 1,0948 [= 2 0,2024 
0,0238 1,0948 |= |= 0,2024 
0,0240 1,0126 | | '' 0.1904 
0,0213 1,0536} |S 0.1973 
0,0225 1,0514) (= 0,2498 
0,0200 0,9856 | 0,1896 
0,0180 0,8714 |. | 7 0.1692 
0,0208 0,8736 (S x 0,1664 


0,0150 0.7560 | = 0.1424 
0.0198 0.9702 ™ 0.1801 





0,0180 0,9621 0,1781 
1,0478 0,1965 


Biochemische Zeitschrift Band 197. 





0.2108 


0,1822 
0,1965 = 





3,059°%, ) 


(+ 0,0060 


r.R., Blumenkohl = BI. K., 


Es hat gut gefressen 
Alles getressen 


Block. 2,2 com, 2 Tage zu- 
sammen 


H. 12g n. gefr., Block. 2 com 
Block 2ccm, alles gefressen 


H. 7¢ n. gefr., Block. 0,.5ccm 


Block 0.5ccm 
H. 5g. r.R. 7g, nicht gefr. 


H. 12g. nicht gefr., Block. 
2.0 com, Hamoglobin 75 


Alles gefressen 
Block. l com, alles gefressen 
Alles gefressen 


Blockierung — Block. 


‘ 


























OS Y. Kojima: 
Tabelle IV B. 
Meerschweinchen. Nach der Operation. Die Milzexstirpation 
am 20. August 1927. 
- 6 6§€S Et Ao . ia-e 4 
¥ ee. id ve s —-.~8 s 
Datum - | s.\|eee! a> a} x= 3° 
2 e8 2&2 3s = Pts | - Futter und Bemerkungen 
6 $82 S25 &§ = ess = 
“ gs ta oe 
1927 z 2 mg g mg mg mg 
20. VIUIL. 538.0 Operation 
21. VILL. 527,3'4,355 H. 30g, BLK. 15g, r.R. 40¢ 
: ge e alles gefressen 
22. VIII. 517,0 2,996 Alles gefressen 
23. VIII. 520,7 3,230 H. 42g nicht gefressen 
24.VIIL. 511,0 4,900 0,0138 0.6762 0,1323 H.5¢ . . 
25. VIII. 504,2 4,353 0.0128 0.5572 0.1105 Alles gefressen 
26. VIII. 508,6/3,249 00153 0,4957 |B, —_0,0979 = H. 5g, nicht gefressen 
27. VIL. 505,1'3,907 0,0163 0,6368 [= 0.1261 = H.45¢ . . 
28. VIII. 505,1 3,591 0,01400,7827] | 0,1550 | ~ 
29. VIII. 508,0 3,921 0,01400,5489) [Zo1081! }2 | — 
30. VIII. 5038,7 4,531 0,0175 0.7929) (£10,1574) (= (° * *s 
31. VILL. 496.8 3,487 0,0178 0,6177 ~ (9.1246 + 
1. IX. 501.0 4,220 0,0173 0.7391 = 9,1457 Jno H. 3¢ nicht gefressen 
2. IX. 508,038,592 0,0173.0,6214 (301215 NT 
3. IX. 508,83,3150,01600,5304]/= O1042;2 | > * Siressen 
4. IX. 514,0 3,680 0,0153 0.5530 0,1076 H. 2g nicht gefressen 
5. IX. 519,0 4,510 0,0153 0,6003 0.1157 > a ‘ 
Durch- 
schnitt 596.6 0.6354 0.1235 


Nach der Blockierung mit chinesischer Tusche. 
10°, ige L>sung 


Block. 10° ,ige Losung 2,5 cem. 


¢ 
7 &. 
a 
& Za. 
10. IX. 
) > a 
12. IX. 
13. IX. 
14. IX. 
15. IX. 
16. IX. 
17. IX. 
Durch- 


schnitt 


Hafer 


511,4 3,920'0,0213'0,8350 
512.8 4,300 0.0185 0.7955 
516.3 5,545 0.0238 1.3197 
512.6 5,682 0,0155 0.5702 
512.2 4.880 0.0155 0.7664 
514,0 4,324 0,0163 0.8948 
515.2 4.288 0,0195 0.8462 
520,0 4,010 0.0160 0,6416 
518.1 4,455 0,0163 0.7262 
520.8 4.352 0.0160 0.7963 
520,0 4,665 0,0153 0.7138 
524.2 4,431 0.0209 0,8862 


0.8084 
r. R., 


516.5 


H., rote Riiben = 





— 0,1633 
2> 0.1551 
% 0,2556 
= 0.1092 
0,1497 
0.1566 
0,1642 
0.1234 
0.1401 
0,1548 
0,1373 
0,1696 


0,8486 
5 36. 5° 


= (+ 0,1242 


0,7684 


0.8084 


0.1566 
Blumenkohl 


0,1649 








0,1452 


0,1566 


Bl. K., Blockierung - 


21,186% ) 


(+ 0,0831 


5. TX. 1927. 


5eem pro kg Koérpergew 


BI. K., H. 2,5¢ nicht gefr. 
Appet. norm., Block. 2,5 ccm 
Alles gefressen 


Block. leem, H. 2g, rR. 0g 
nicht gefressen 
H. 3g micht gefressen 


Block. 1 com 

H. 7.5¢ nicht gefressen 
Block. 1 ccm, H. 3g n. gefr. 
Alles getressen 


Block. 2 ccm, alles gefressen 


Alles gefressen 


Block. 


26. 








Eisenverlust nach Milzexstirpation. 


Tabelle V A. 
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Normal-Meerschweinchen (Mannchen.) 





datum 


1927 


i 


LS. 


LY. 


i). 


1. 

) 

2 
20. 


24 


25. 


2h. 
27. 
S 
29. 
1. 
l. 
D 
Na 


) 


10. 
ll. 
12. 
13. 

D 


) 
ov 


VIII. 
VIL. 
VIL. 
VIII. 
VII. 
VUL. 
Vil. 
VI. 
VII. 
Vil. 
Vil. 
VIL. 
VUL. 
VIL. 
Vill. 
VII. 
IX. 
urch- 
shnitt 


ch de 
IX. 
IX. 
IX. 
38 
IX. 
IX. 
IX. 
IX. 
IX. 
IX. 
IX. 
IX. 


urch- 


schnitt 


Ha 


fer 


+r Blockierung mit chines 


ic ° - of 
a=) se ~cf e.* 
2 S28 oc ve 
s §3 Ste Zc 
- == 3 sé 
z e- ess 8 
2 Es =o 8% 
& ef 226 sc 
S 83 Sms of 
of — 6 
g ry mg mg 
404.5 
404,2 3,428 


405.2 6,321 

405.8 4,355 

460.4 4,825 

443.5 7.265 0,0180 0.7667 
443.0 7,265 0,0170 1.3198 
436,2 3,325 0,0225 0.7048 
440.7 6.775 0.0168 1.1382 
444.7 6.976 0.0158 1,1023 
451,5 5,450 0.0170 0,9265 
446.0 6,238 0,0173 1,0792 
445.7 7,131 0,0169 1.1410 
447.1 6,136 0.0133 0.8161 
445.9 6,357 0,0140 0.8900 
443.5 4.857 0.0195 0.9228 
445.3 5,220 0,0170 0,9156 


0.9770 


444.1 


443.0 2.970 0,0193 0,5732 
449,6 4,275 0,0273 0,1691 


445.0 3,582 0,0318 1.1391 
446.6 3,912 0.0318 1,2440 
441.9 2,791 0.0320 0,8931 
426.4 3.105 0.0308 0.9563 
431,0 0,252 


426.5 3,751 0,0295 0.9064 
430.4 6,551 0.0245 0.9755 
434.5 4,796 0.0245 1,2945 
434.3 3,305 0.0220 0.7271 
442.0 5,495 0.0215 1,1820 


437.7 1.9265 


rote Raben 


r. R. 


Mittelwert 
Pro Tag Eisen 
wert pro 1004 
Kérpergewicht 


8 
r 
8 
r 


0.1716 
0.2913 
0.1616 
0.2582 
0,2479 
0.2052 
0,2419 
0.2560 
0.1825 
0.1996 
0.2056 
0.2056 


0.9931 


0.9770 





0.9698 





0.2189 


ischer Tusche. 








0.1291 
0.2609 
wm <e 
So 0,2560 
=|F 0.2562 
+ 02021 
~ 0.2542 
= oan 
> 0.2453 
_ 12 0.2266 
S }2 0.2958 
= © 0.1694 
™ 0.2674 
0.2322 
. Bluamenkohl 











= 
— 
P 
— 
= 
= 
mg 
_ 
NI 
Nn 
N 
— 
= 
D 
™N 
i> | 
sc 
= 
NN 
@ .c 
“I ° 
AS 
“SS 
Cc it~ 
ac 
~~ 
A, 
=|- 
Nilay 
—T AY 
N aA 
on 


Bl. K., Blockierung 


. 27. 


Futter und Bemerkungen 


H. 20g, rR. We, BILK. We, 
alles gefressen 
Alles gefressen 


H. 20g, r.R. Wg, BLK. 10g, 
alles gefressen 


Alles gefressen 





Hamoglobin 78, alles getr. 


Alles gefressen 


Blockierung 2.5 ccm. 


Appetit nicht gut, H, 35¢ 
BLK. 5g, r.R. 12g n. getr 


Block. 2,5 ccm, r. R. 10g, 
H. 6¢ nicht gefressen 


Block. l com, H. 4g n. gefr. 
H. 3g nicht getressen 
Sse . P 


appetitlos 
getressen 


Block. 0,5 com 
H. 8g nicht 


H. 13,7 g, vr. R. 
Block 


H. 25¢ nicht gefressen 


20g n. getr 
20 com, H. 3g n. getr. 
Hamoglobin 76, H.3¢ n. gefr. 
H. 25¢ nicht gefressen 


ff) © 


Block 


i* 








Meerschweinchen 


Y. Kojima: 


Tabelle V B. 


(Mannchen). 


Nach der Operation. 
14. September. 


Die Operation a: 





Datum 


1927 


ae 
15. IX. 
IX. 
17. IX. 
(ae 
, 
20. IX. 
f. Be 
2. IX. 
3. IX. 
ea 
25. IX. 
26. IX. 
27. IX. 
28. IX. 
29. IX. 


Durch- 
schnitt 


29. IX. 
30. IX. 
i. 


- wo Ww 


or 


4uRK KA we 


7. 
& 3 
Durch- 
schnitt 


Hafer 


Ss L ) 
= vs -~ce .<« 
z as | $"s Se 
= n ex? . 
2 §6 ob. =o 
% ct vt : ec 
= = ets <5 

ee 25-2 c 
2 eS 6S Ue s 2% 
a e= 2265 Se 
B Zoe = 
| 25 -@s so 
» S ~e 
0 = E 
£ £ me my 


442.2 4.526 

428.8 2.358 

414.5 3,742 

498.0 6.020 

498.3 8,240 

410,0 3,458 0.9253 0,8749 
406.4 4,657 0.0198 0,9221 
413.4 3,955 0.0160 0,6328 
429.7 4,532 0,0140 0,6345 
435.8 4.250 0.0143 0.6078 
435.1 5.518 0,0143 0.7725 
418.8 6,917 9.0128 0.8743 
420:7 7,220 0,0120 0,8664 
418,7 5,052 0,0140 0.7073 
422.0 4.575 0,0143 0,6542 


Mittelwert 


= 
= 
rey 





421.9 4.466 0,0153 0,6833 


421.1 0.7471 


0,7471 





pro 100g 


Pro Tay Eisen 
Orpergewicht 


wert 
K 


3 
rn 


0,2158 
0.2266 
0,1531 
0.1476 
0,1394 
0.4775 
0,2081 
0.2050 
0.1713 
0,1550 
0,1623 


0.1782 





= 
— 
z 
2 . 
= Futter und Bemerkungen 
= 
mg 
Operation 
H. 20g, r. R. 30g, BI. K. 10, 
Alles gefressen 
H. 22g. r.R. 30g, BI. K. 10, 
H.2g, r.R.4¢, nicht gefresse: 
is H. 3,8 g, nicht gefressen 
~ 
sg H. 15g, nicht gefressen 
H. 12g, r. R. 20g, nicht ge 
oS fressen 
= Hamoglobin 76, alles gefresse: 
“ | Alles gefressen 
Zz 
a Ha moglobin 76, alles gefressen 





) Alles getressen 


Nach der Blockierung mit chinesischer Tusche. 


Block. 2.5 cem. 
420,2|5,588 0.0150 0,8382 
| 413.7 4,740 0.0160 0.7585 
409.8 4.386 0,0280 1.2281 
404,4 5,432 0,0173 0,9397 
44,4 4,354 0,0209 0,8708 
390,0 4,990 0,0189 0,8460 
389,5 
381.6 
368.3 





407,1 0,9135 


- H., rote 


0,9135 


18,22 %,) 


(+ 0,1664 


0.1995 
0,1833 
0.2997 
0),2324 
0,2152 
0.2169 


0,2245 


Raben — r. R., Blumenkohl 





+ 20,62% ) 


02245 


(+ 0,0463 


= §l 


10°,ige Lésung pro Kilogramm Kérpergewicht 6 ccm 


H. 3g, nicht getressen 


Block 3,0 com, Hamoglobin 74 
H. 4.9 g, nicht gefressen 
Block. l com, H. 5g, nicht 
getressen 
H. 2g, nicht gefressen 
.K., Blockierung = Block. 








Ds 


Du 
sch 


orm oo PO 


~I oS 








Eisenverlust nach Milzexstirpation. 


Tabelle 


Normal-Meerschweinchen 


VIA. 


101 


(Mannchen). 





Datum 


1927 


Durch- 
schnitt 





am. a 
8. IX. 
4. IX. 
5. IX. 
6. IX. 
7 oe 
8. IX. 
a &. 
10. IX. 
i. Ed. 
12. IX. 
13. IX. 
Durch- 
schnitt 


R. R. 





17. VIL. 
18. VIL. 
19. VILI. 
20. VIL. 
21. VU. 
22. VIII. 
23. VIL. 
24. VIL. 
25. VIII. 
26. VIII. 
27. VIII. 
28. VIII. 
29. VAI. 
30. VILL. 
31. VILL. 

t.. Ea 


= rote Riben, 


= 6 «ce 2. 
+ | Se leee| 3h 
® gf \3s3| 2& 
-y ES  Ee8s E * 
= 3 

£ esie=S=z $8 
Ss $2 &8& Se 
2 \"8s of 
g ¢ | mg =m 

431,2 

437,2.4,200 

430,0 3,123 

417,0 5,870 


412.5 4.865 0,0150 0.7298 
414,0 5,979 0,0135 0,8072 
425,0 3,610 0,0168 0,6065 
427,8 5,800 0,0143 0,8294 
424.1 5.895 0,0168 0,9904 
433,8 5,970 0,0140 0,8358 
430,1 6,258 0.0170 1,0639 
428.9 8,154 0,0135 1,1008 
430,0 8,396 0,0128 1,0747 
438.4 9,474 0,0130 0,9716 
449,9 6,788 0,0128 0,8689 
433,3 7,167 0,0125 0,8959 


428.1 0.8880 


10°, ige Losung. 


435.1 5,502 0.0153 0.8418 
434.6 5,943 0,0165 0,9806 
436,1 6,127 0,0163 0,9940 
440,1 6,015 0,0163 0,9705 
435,0 4,622 0,0265 0.9938 
430,2 4,520 0.0185 0.8062 
440,1 6,405 0,0160 1,0250 
439.4 6,010 0.0150 0.9015 
439.3 4,949 0,0158 0,7815 
430,4 6,704 0,0158 1,0592 
427.2 5.760 0.0168 0.9677 
423.2 5.246 0.0160 0.8394 


434.3 0,9301 








H. = Hafer, 


Mittelwert 
Pro Tag Eisen: 
wert pro 100 g 
Kérpergewicht 


3 
nr 


my 


0.1766 
0,1979 
0,1427 
0,1962 
0.2335 
0,1936 
0,2472 
0,2566 
0,2499 
0,2216 
0.1971 


0,7999 


0.8880 





0.9960 





0,2067 


0.2109 








Mittelwert 


3 
rg 


0,1901 


0,2299 


Nach der Blockierung mit chinesischer Tusche. 








0.2100 


Futter und Bemerkungen 


H. 22g, rR. Wye, BLK. 10g 


| 


Alles getressen 


R.R. 10g, BL K. nicht gefressen 
Hater alles getressen 
R.R. 20g nicht gefressen 


Alles gefressen 

R.R. 10g nicht gefressen 
Alles gefressen 

R.R. 5g nicht gefressen 

BI. K. 5g, rR. 5¢ nicht gefr. 
R. R. 5¢ nicht gefressen 
R.R 15g nicht gefressen 

R. R. 5¢ nicht gefressen 
Hamoglobin nicht gefressen 
R.R. 10g nicht gefressen 


IX. Block. 1,25 cem. 


0,1935 Hafer, alles gefressen, r. R. 
“3 \q 990K “<3 und BI. K. nicht getressen 
32 /0,2256} = S*  Block.1,2 com, r.R. 10g n. gefr. 
3 EA 0,2279 iS |S R.R. 6g nicht gefressen 
= = 0,2206 I pe | Block. 2,5 ccm 
S onox TOV BILK. gar nicht gefressen, H. 
0.2285 
| Vee 93, r.R. 8g nicht gefressen 
e2 10,1943 = Hiamoglobin 74, Block. 2,0cem 
= |n O8 S = Appetit gut 
& 0,2329 & RR 20 g. H. 10 g nicht gefr., 
> 02052 S . ne 1,5ccm : 
th .R. 10 g nicht gefressen, 
Fa + 0,1778 |S + at u. BI K. aioe grtveseen 
a Tes fy = lock 0,7 com. r.R.20g,H. 10g 
2, => , &. - 
2 S 0,2484 - + nicht gefressen 
~*“ & 0.2265 mm OH. 2g, rR. 20g nicht gefr., 
c 3 c Appetit nicht gut 
0,198: R.R.15¢, H. 3.3¢ nicht gefr. 
0,2149 
BL. K. Blumenkohl, Blockierung Block. 
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Meerschweinchen 


(Mannchen). 


| Kojima: 


Tabelle VIB. 


Nach der Operation. 
14. September 1927. 


Milzexstirpation ay 





Datum 


14. 


~ 


15. 
16. 
17. 
18. 
19. 
20. 
21. 


22 


= 


23. 
24. 
25. 
26. 
27. 
28. 
29. 


1927 


IX. 


IX. 
IX. 
IX. 
IX. 
IX. 
IX. 
IX. 
. IX. 
IX. 
IX. 
IX. 
IX. 
IX. 
IX. 


IX. 


Durch- 
schnitt 


ee eS 


—— 
SS 2NS 
slalallal ala 


— pt 
Co 


13. 


— 
alata 


KiKi 


X. 


Durch- 
schnitt 


: tc 3 . 2 
4 oS +62 6.“ 
a 2s 68" 6 on 
z &2 Ett Bo 
& | BS ieed| 2E 
, g~ te rs 

2 Es =$2 $% 
‘3 g2 82 $§ 
: * > <i] 4 

4 A He es Og 

~ 
fu ry mg mg 


425,0 4,520 


420.0 1,870 

406.5 7,804 

407,5 7,296 0,0115 0,8391 
410,4 6,372 0,0078 0.4910 
416.5 4.648 0,0108 0.4920 
420.2 7,227 0,0130 0,9395 
416,4 6,326 0,0130 0,8294 
419,9 7,070 0,0120 0,8491 
420,0 5,451 0,0120 0,6541 
435,4 6,262 0,0108 0,6763 
437,5 6,917 0,0118 0,7305 
441.4 5,385 0,0120 0,6462 
452.2 5.170 0,0120.0,6204 
443,2 5,837 0.0120 0,6992 
445,0 5,096 0.0130 0,6625 


428.1? 0.7166 


Mittelwert 
Kérpergewicht 


Pro Tag Eisen 
wert pro 100 g 


3 
nm 
3 
rm 


0.2059 

0,1196 
~ 0.1181 
é (),2236 
=] 0.1991 
0.2022 
0,1581 
0.1546 
0.1615 
0,1464 
0,1372 
0.1578 
0,1489 


0,1629 





0,6890 





0.1629 


Mittelwert 


3 
re 


0,1747 


0,1511 





60,1629 





Futter und Bemerkungen 


Milzextirpation, 2 Uhr nach 
mittags 
H. 22g, rR. 3g, BI.K.10 


Alles gefressen 


R. R. 8¢ nicht gefressen 
R.R.10g , e 
aSe « ” 


| Alles gefressen 


Nach der Blockierung mit chinesischer Tusche. 
29. IX. 1927 um 10 Uhr 3cem Injektion. 
10°,ige Lésung pro kg Korpergewicht 6 cem. 


439,2 5,367 0,0123 0,6601 
445.4 5,446 0.0145 0,7897 
423,8 8,067 0,0128 1,0326 


416,0 4,440 0,0153.0,7992 
400.0 4,883 0.0143 0.6760 
392,314,955 0,0160 0.7788 
895.5 5,334 0,0155 0.8268 
401.8 4,761 0.0163 0.7760 
379,4'5,820 0,0150 0,8730 
370,014,632 0.0158 0,7319 
368,3 4,020 0.0160 0,6432 


362,1 4,745 0.0158 .0,6897 
362,7 5,135 0,0170 0.8740 


360,0 4,342 0,0225 0,9767 
0,7674 
r. R., 


406,9 


Hafer = H., rote Riiben — 


0.1503 
0.1773 
2 (),2437 
F )> 0.1922 
™[o 0,1959 
0,2033 


> (,2091 
> 0,1931 
+ 0,2308 


0,1951 
x (0.1747 
= 10,1904 
= 0,2409 


0,2696 


= 6,554% ) 


0,503 
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Block. 3,0 ccm 
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H.72¢ . ° 
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H.3g nicht gefressen 
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nicht gefressen 

H. 4,3 g nicht gefressen 
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Hisenausscheidung sogar ein ganz klein wenig tibertroffen wurde. In 
liesem Falle war es demnach gelungen, mit Hilfe der Blockade die 
ganze Leistung der Uberkompensation zu_beseitigen. 

SchlieBlich schied Meerschweinchen Nr. 6 im Normalzustande pro 
Tag und pro 100 g¢ Koérpergewicht 0.21 mg Eisen aus. Die Blockade 
veranlaBte die geringfiigige Steigerung von 2,28°,, indem die Eisen- 
ausscheidung 0,215 betrug. Man wird natiirlich auf diesen Unterschied 
kein sehr groBes Gewicht legen. Durch die Entmilzung sank die tagliche 
Eisenausscheidung auf 0,163 mg, um sich nach Blockierung mit chine- 
sischer Tusche auf 0,205 mg zu erheben. Sie erfuhr daher einen Zuwachs 
von 20,04°,. Auch in diesem Falle hat die Blockade fast die ganze 
Uberkompensation beseitigt. 

Es kénnte die Frage aufgeworfen werden, weshalb am Normaltiere 
die Methode der Blockade meist nur eine ganz geringfiigige Steigerung 
der Eisenausscheidung bewirkte, wihrend nach der Entmilzung die 
Erhéhung wesentlich gréBer ist. Es ware unrichtig, aus dem erst- 
genannten Falle ableiten zu wollen, daB die Methode der Blockade 
eine ungeeignete Sache ist. Sie ist eben nur eine partielle Ausschaltung 
der funktionierenden Elemente und im nornalen Zustande reicht das 
Vorhandene vollstandig aus, um das Erforderliche zu decken. Ganz 
anders nach der Entmilzung. Erstens hat die Milz eine besondere 
Rolle im Eisenstoffwechsel, und ihr Fortfall ist nicht mit der partiellen 
Ausschaltung diffuser Natur zu vergleichen. Zweitens ist eine Uber- 
kompensation, wenn sie auch unter gewéhnlichen Umstianden voll- 
kommen ausreicht, doch im biologischen Sinne unterwertig. Deshalb 
kann diese Uberkompensation durch das schwichste Moment der 
Blockade viel leichter ausgeschaltet werden, als die Tiatigkeit normal 
funktionierender Organe. 

Ich glaube, daB in der vorstehenden Arbeit eine weitere Aufklarung 
der Beobachtungstatsache iiber die Rolle der Milz beim Eisenstoff- 
wechsel gegeben worden ist. Die Tatsache, daB nach der Entmilzung 
nicht eine gesteigerte Eisenausscheidung, sondern ein Gleichbleiben, 
ja sogar eine Verminderung bei gewissen Tieren und unter gewissen 
Versuchsbedingungen auftreten kann, beruht nicht etwa darauf, dab 
der Milz nicht eine nicht zu vernachlassigende Bedeutung im Eisenstoff- 
wechsel zukomme, sondern darauf, daB andere Organe eine Uber- 
kompensation leisten kénnen. Der Beweis fiir diese Ausschaltung ist 
dadurch geleistet, daB die partielle Blockade des retikulo-endothelialen 
Systems die Uberkompensation beseitigt und die Eisenausscheidung 
steigert. 

Der physiologisch ganz nebensiachliche Sonderfall gelegentlicher 
infektiéser Animie bei Ratten scheidet bei unseren Versuchstieren, 
Meerschweinchen ohne jede Anamie, ganz aus. 
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Zusammengefabt, ist der Inhalt dieser Arbeit der nachfolgende 

1. Es wurde die Methode der Blockade des retikulo-endothelialen 
Systems benutzt, um zu untersuchen, ob die verminderte Ausscheidung 
des Eisens nach der Entmilzung von Meerschweinchen auf einer Uber. 
kompensation durch die Leber beziehentlich durch das retikulo-endo 
theliale System beruhe. 

2. Bei normalen Meerschweinchen hat die Blockade mit Tusche 
nur eine ganz geringfiigige Steigerung der taglichen Eisenausscheidung 
zur Folge. 

3. Nach der Entmilzung bewirkt die Blockade eine ganz erhebliche 
Vermehrung der Eisenausscheidung. Die Vermehrung kann so grob 
sein, daB der ganze Betrag der Uberkompensation beseitigt wird und 
die Eisenausscheidung mindestens wieder ihren normalen Wert erhiilt 


4. Die mitgeteilte Tatsache ist eine neue Stiitze fiir die Lehre von 
dem Anteil der Milz am Eisenstoffwechsel. 
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Die Einwirkung 
des Oxydationspotentials und der H-lonenkonzentration auf 
die Vermehrung der Protozoen und Abwechslung ihrer Arten. 


Von 


W. W. Efimoff, N. J. Nekrassow und Alexandra W. Efimoff. 


(Aus der Abteilung fiir physiko-chemische Biologie des Timirjasew- 
Forschungsinstituts zu Moskau.) 


(Eingegangen am 27. Marz 1928.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Der Mensch kann ohne Nahrung etwa 30 bis 40 Tage, ohne Wasser 
7 bis 15 Tage, je nach der Feuchtigkeit und Temperatur der Umgebung 
leben, ohne Luft aber nur 30 bis 90 Sekunden. Nur geiibte Sports- 
manner und Taucher sind imstande, die Atmung wahrend einiger 
Minuten anzuhalten, woraus die groBbe Bedeutung der Oxydations- 
prozesse fiir die Landtiere klar hervorgeht. 

Aber auch fiir die Wassertiere ist die Anwesenheit einer geniigenden 
Menge Sauerstoff ebenfalls durchaus lebensnotwendig, insbesondere 
fiir Fische. Die auf sehr niedriger Evolutionsstufe stehenden Tiere 
wie z. B. Bakterien, manche Wiirmer und Protozoen, brauchen jedoch 
gar keinen Sauerstoff oder nur in sehr geringer Menge, da hier die 
Oxydation in anderer Weise vonstatten geht. Diese Oxydations- und 
Reduktionsprozesse sind bisher noch nicht vollig erforscht. Nach der 
Wielandschen Theorie spielt bei allen ,,.Oxydationen’* die Wasserstoff- 
aktivierung eine grobe Rolle. In jedem Falle hingt das Leben der 
Tiere von den in ihnen sich abspielenden Oxydations- und Reduktions- 
prozessen ab. 

Fiir Biologen und Biochemiker bietet das Studium dieser Er- 
scheinungen gréBtes Interesse, so z. B. das Verhalten des in einem 
bestimmten Milieu — in siiBem oder salzhaltigem Wasser — lebenden 
Protoplasmas. Von Wichtigkeit ist ferner die Geschwindigkeit des 
Oxydationsverlaufs. In engem Zusammenhang damit stehen die be- 
deutsamsten biologischen Vorginge, wie die Prozesse der Vermehrung 
der Tiere und Abwechslung der Arten, ihr Altwerden und Absterben, 
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sowie auch physiologische Erscheinungen, wie Geschwindigkeit de: 
Reizleitungsfahigkeit, Ernihrung des Organismus und anderes. 


Hauptsichlich auf Grund der Untersuchungen von Clark 1) en 
wickelte sich in den letzten Jahren die Erkenntnis und Methodik der 
Messung des Oxydations-Reduktionspotentials. 

In der vorliegenden Arbeit wird die Einwirkung der Veranderunge) 
des Oxydations-Reduktionspotentials auf das Leben und die Ver 
mehrung der Protozoen, sowie auch auf die Abwechslung verschiedene: 
Arten derselben erforscht. 


Die Messung des Oxydations-Reduktionspotentials erfolgte gleich. 
zeitig mit der Bestimmung anderer physiko-chemischer Faktoren 
wie Leitfahigkeit, H-lonenkonzentration und Sauerstoffmenge. 


Bevor wir zur Beschreibung der Versuche selbst iibergehen, soll 
auf die Theorie und Ausfiihrung der Messung des Oxydationspotentials 
eingegangen werden. 


Theorie und Ausfiihrung der Messung des Oxydations-Reduktionspotentials. 


Im letzten Jahrzehnt sind hinsichtlich der genauen Bestimmung 
der Oxydations- und Reduktionserscheinungen in wasserigem Milieu be 
deutende Fortschritte erzielt worden. Noch vor kurzem mubBte sich dis 
Hydrobiologie in dieser Beziehung auf die Bestimmung des gelésten freien 
Sauerstoffs nach Winkler oder Alsterberg oder auf die Anwendung von 
Methylenblau als Indikator fiir die Oxydations- und Reduktionsvorgiinge 
beschrinken. Die letzterwihnte Methode entwickelte sich immer meh 
und diente als Grundlage fiir manche interessante Arbeiten, sie war jedoch 
rein empirisch. Die verschiedenen, der Fliissigkeit vom Methylenblau 
erteilten Farbténe wurden von den Autoren nur als eine angenommene 
Ubergangsskala von mehr aeroben (Blaufairbung) zu weniger aeroben (Ent 
farbung) Bedingungen angesehen, wobei diese qualitativen Bestimmungen 
in keiner quantitativen Beziehung zu anderen physiko-chemischen Eigen 
schaften des betreffenden wasserigen Milieus stehen. Die Arbeiten des 
letzten Jahrzehnts [hauptsachlich diejenigen von W.M. Clark 2), 3), 4), 5) 
sind nicht nur durch die Einfiihrung neuer Methoden in die wissenschaftliche 
Praxis der Biologie von groBem Wert, sondern vor allem deswegen, weil sich 
die Biologie ein System von elektrochemischen Theorien angeeignet hat, das 
die Méglichkeit gibt, die Abhangigkeit zwischen Oxydations-, Reduktions- 
und allen iibrigen physiko-chemischen Eigenschaften der Lésung, wi 
Konzentration von verschiedenen Stoffen, H-lonen, Temperatur usw., 
klar und genau festzustellen. 

Es sind bereits biologische Untersuchungen erschienen,,in denen neue 
Methoden zur Ermittlung der Oxydations-Reduktionseigenschaften in 
verschiedenem Milieu und auch im Protoplasma selbst mit Erfolg angewandt 
worden waren. In der vorliegenden Arbeit haben wir den Versuch unter 
nommen, diese neuen Methoden zur Bestimmung der Oxydations-Reduk 
tionseigenschaften unter den Bedingungen des Protozoenmilieus zu _ be 
nutzen. Wir bedienten uns hierzu der elektrometrischen Methode bzw. de: 
unmittelbaren Messung des Oxydations-Reduktionspotentials. 
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Die Grundziige der Messung des Oxydations-Reduktionspotentials 
erden leicht durch die Untersuchung der Reduktions- und Oxydations 
»rozesse aufgeklart. Betrachten wir z. B. die iibliche chemische Reaktion: 


Fe+* Cly- =. Fet++Cl;--, 


den Ubergang von Eisenoxydul in Eisenoxyd und umgekehrt, so hat hierbei 
das Eisenoxydul zwei positive Ladungen, vermittelst deren es zwei Chlor- 
atome zuriickhalt, von denen jedes ein Elektron besitzt. Nach dem Ubergang 

Eisenoxyd besitzt das Eisen bereits drei positive Ladungen. Da die 
Elektrode sich gerade dann positiv ladet, wenn sie ein Elektron abscheidet, 
so verliert somit das Eisen bei der Oxydation ein Elektron. 


Im entgegengesetzten Falle, wenn das Eisenoxyd Fe* in Eisen- 
oxydul Fe** iibergeht, erhalt das Eisen ein Elektron, das eine seiner drei 
positiven Ladungen neutral macht. Daher bedeutet die Oxydation vom 
Standpunkt der Elektronenchemie aus einen Verlust und die Reduktion 
einen Zuwachs an Elektronen. Jede Oxydation und jede Reduktion wird 
daher von einer Wanderung der Elektronen begleitet. Versenkt man in 
eine stark reduzierende Lésung ein Platinplattchen, so ladet es sich negativ ; 
da aber die reduzierende Lésung die Elektronen abzugeben sucht, so 
schlagen sie sich am Platinplattchen nieder und bewirken dadureh die 
negative Ladung. Umgekehrt in einer Oxydlésung ladet sich das Plattchen 
positiv, da die oxydierende Lésung die vorher abgeschiedenen Elektronen 
aufzunehmen sucht. 

In der Praxis erfolgt daher die Bestimmung des Oxydations-Redukt ions- 
potentials durch die Messung des Potentials des Platinplattchens mit 
bezug auf eine Kalomelelektrode, wie es bei der Bestimmung der Wasser- 
stoffionenkonzentration iiblich ist. 


Ohne auf Einzelheiten einzugehen, miissen wir hervorheben, dali die 
theoretischen Erwagungen der Elektrochemie zu dem Schlu® fiihren, dab 
der Wert des Oxydations-Reduktionspotentials (oder E, wie man ihn 
bezeichnet) vor allem durch das Verhaltnis der Konzentrationen der Oxy- 
dations- und Reduktionsform derjenigen gelésten Substanzen bestimmt 
wird, die einer umkehrbaren Oxydation oder Reduktion fahig sind. 


~ 


Wenn z. B. eine Lésung von Eisensalz vorliegt, so ist der Potential- 
wert des in diese Lésung versenkten Plittchens vom Verhaltnis der Kon- 
zentration Fe*** (Oxydationsform) zur Konzentration Fe** (Reduktions- 
form) in derselben Lésung abhaingig. Wenn in dieser Lésung gleichzeitig 
eine andere oxydierbare und reduzierbare Substanz (z. B. Cl—Cl-, H*—H, 
O—OH~) vorhanden ist, so zeigen die Konzentrationen der Oxydations- 
und Reduktionsformen dasselbe Verhiltnis zueinander, das genau dem 
Werte des Oxydations-Reduktionspotentials der betreffenden Lésung 
entspricht. 

Es gilt stets folgende Gleichung: 


RT , [Fe***) _ RT (Cl} 


BE, : Ey. os >. . In (Fe? * Ee, oad . F " In fc 1 | 
Sew [0] , ,_ RT , [0z) 
2o+ oF °™ fon-p > &st nF ™ [Red] © 


R = die Gaskonstante, T = die absolute Temperatur, F = die elektro- 
chemische Konstante (= 96540 coulombs), ,,Faraday**, [Ox] = die Kon- 
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zentration der Oxydationsform, [ Red] = die Konzentration der Reduktion- 
form, Ep, Eq..., tiberhaupt FE, = die fiir jede vorliegende Substa),, 
charakteristische Konstante, » = die Zahl der Ladungen, mit welche) 
sich Ox und Redform umwechseln. 


Da in einer wiasserigen Lésung, in welcher Form sie auch vorliegt, 


stets H*- und OH~-Ionen (denen H, also auch H,, O oder O, als Reduktion- 
und Oxydationsform entspricht) vorhanden sind, so wird das Oxydation- 
Reduktionspotential im allgemeinen durch das Verhaltnis der Konzentra 
tionen namentlich dieser zwei Stoffe ausgedriickt, d. h.: 
aS ae ee ee 
h 2F [Hg] => oe [OH-}* 

Wie aus dieser Gleichung hervorgeht, wird das Oxydations-Reduktions 
potential (Z£),) in einer beliebigen Lésung vollkommen durch zwei GréBen 
bestimmt: durch die Konzentration H* und durch den Druck des Wasser- 
stoffs. Letzterer tritt in der Lésung auf infolge der den H*-Ionen eigene: 
Tendenz, ihre Ladung zu verlieren und in H-Atome iiberzugehen (Reaktion 
H* + e =H, wo ,,e‘*‘ = Elektron ist). 

Die Konzentration H* wird fiir gewéhnlich durch py (— lg [H*}) 
bezeichnet. 

Der Wert [H,] wird nach W.M. Clark mit Hilfe des negativen Loga- 
rithmus (— lg [H,]) mit ,,,H** bezeichnet. Je geringer ,,pq‘‘ ist, desto gréBe1 
ist die Konzentration der H*-lonen; je geringer ,,rH* ist, desto gréber 
ist [H,] und um so mehr reduziert die vorliegende Lésung; umgekehrt, je 
gréBer ,rH" ist, um so mehr oxydiert die Lésung. 


E 


(2) 


Der Gleichung (2) kann man folgende Form geben: 
. RT ‘ 
Ek, = OF (rq — 2 pg). (3) 
Aus dieser Gleichung geht klar hervor, in welcher Beziehung diese drei 
GréBen zueinander stehen: py, rq und FE). 
Aus Gleichung (3) ergibt sich: 
EB, 
fiir 7° 18°C, wenn oF = 0,029. 
In dieser Arbeit ist ,,rq‘‘ nach der Formel (4) berechnet. Z. B.: 
Kulturfliissigkeit Nr. 2, oben, zweiter Tag: 


Pa = 6,42 oe 
E, = — 0,332 rg = — ayes L 12,84 — 11,03 + 12,84 = 1,81, 
‘= 21,5°C ey 
Kulturfliissigkeit Nr. 3, unten: 
Pa = 7,83 
EB, = + 0,527 | fe = + eas + 15,66 — + 18,17 + 15,66 33,83. 
(= 20°C | 7 


Obgleich die Methode der Messung von E), in biologischem Milieu in 
ihren Grundziigen klar ist, so bleiben die praktischen Einzelheiten fast 
voéllig unerértert. Eine der gré8ten Schwierigkeiten besteht darin, dati 
sich das Potential des Platinplaéttchens, das in die zu priifende Lésuny 
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ngefiihrt wird, zuweilen sehr langsam stabilisiert. Nur in denjenigen 
Losungen, in denen einigermaBen betrachtliche Konzentrationen von 
Oxydations- oder Reduktionsmitteln, wie z.B. Fe***—Fe**, C,H,O, 

(,H,O; und dergl. vorhanden sind, nimmt das Potential des Elektroden- 
plattechens schon 3 bis 4 Minuten nach dem Eintauchen in die Lésung 
einen bestimmten, unveranderlichen Wert an. In Lésungen, die zwar 
Stoffe wie Fe*** usw., aber in sehr geringen Konzentrationen, enthalten 
zu diesen gehéren fast alle biologischen Fliissigkeiten), stellt sich bei dem 
Platinplaéttchen das Endpotential nur sehr langsam ein. Wahrend einiger 
Stunden andert sich das Potential des Plattchens langsam, aber ununter- 
brochen; es ist zur gréBeren Sicherheit daher zweckmaéBig, das Potential 
les Plattchens erst 24 Stunden nach dem Eintauchen in die zu priifende 
Losung zu messen. Es ist infolgedessen erforderlich, die Elektroden be- 
standig in der Kultur zu belassen. Ferner kann man durch tagliche Messungen 
des Potentials der Elektrode die Kurve der Veraénderung der Oxydations- 
Reduktionseigenschaften der Fliissigkeiten gewinnen, wie sie in Wirklichkeit 
vorhanden ist. 

Von gewisser Bedeutung ist auch der Umstand, daB in solchen Fliissig- 
keiten die Werte der Platinelektroden in hohem Grade von dem Zustande 
ihrer Oberflache abhangig sind; verschiedene, zufallige Beschidigungen 
der Flache wie Ritze, Rauheiten des Platiniiberzugs usw., haben mitunter 
einen groBen EinfluB auf die Potentialhéhe der angewandten Elektrode. 
Es sprechen sogar auch Faktoren mit, wie die Art der Platinierung, die 
Vorgeschichte der Elektrode usw. Um diese zufallig bedingten Schwan- 
kungen der Elektrode auszuschalten, ist es notwendig, in die zu priifende 
Fliissigkeit nicht nur eine, scndern mehrere Elektroden, und zwar nicht 
weniger als drei einzufiihren und alsdann den Durchschnittswert zu_ be- 
rechnen. Ubrigens ist es praktischer, anstatt drei Messungen auszufiihren 
und dann den Mittelwert zu berechnen, alle drei Elektroden mit Hilfe von 
Drahtverbindungen zu vereinigen und dann das Potential unmittelbar 
zu messen, dessen Wert gerade dem Mittel der einzelnen Werte der drei 
Elektroden gleich ist. 





Werte der Wert der 
einzelnen Elektroden vereinigten Elektroden 
Volt Volt 
I + 0,132, 
0,139, 0,132, 
+ 0,136, 
ll —- 0,574, 
— 0,576, — 0,575; 
— 0,576, 


(Die Beispiele sind nach Calomelelektrode angegeben.) 


Dabei ist nur zu beachten, daB die als Elektroden dienenden Plattchen 
den gleichen Flacheninhalt besitzen, sonst verschiebt die Elektrode mit 
gréBerer Flache den Wert des gesamten Potentials auf ihre Seite. 

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Ermittlung der EE) -Kulturen 
Elektroden verwendet, die aus quadratischen Platinplittchen bestanden 
(0,1 mm dick, bei einer Fliche von 0,25 qem). Die Plattchen wurden mit 
Hilfe eines Platindrahtes (0,3 mm dick) in Glasréhrchen eingeschmolzen 
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und in einer Lésung von Platinchlorid (nach der Vorschrift von Lumme; 
und Kurlbaum) platiniert. Die Platinierung jeder Elektrode dauert, 
5 Minuten bei einer Stromdichte von 0,02 A /qem. 

Um die Elektroden dauernd in den Kulturen zu belassen, wuric: 
folgender Apparat konstruiert (s. Abb. 1). Zwischen zwei glasernen Stabchen, 
etwas linger als der Durchmesser der GefaBe, in denen sich die Kulture) 
befanden, wurde ein Metallnetz aus diinnem, versilbertem Kupferdraht 
aufgezogen. Im Netze wurden 
Offmungen angebracht, durch di: 
es mdéglich war, die Elektroden 
hindurchzustecken, ohne die Plat- 
nierung zu _ beschadigen. Dies 
» Bahre** wurde auf die Rander de: 
weiten runden GefaéBe, in denen 
sich die Protozoenkulturen be- 
fanden, aufgesetzt. In die Off 
nungen wurden die Elektroden 
gesteckt, die infolge der an den 
Elektrodenréhrchen angebrachten 
+ Korken von dem Netz auf einer 
ace SOF Li bestimmten Héhe gehalten wurden. 

ad Die Elektroden wurden in die 

: Abb.1. E Fliissigkeit bis zu einer gewissen 

Scheme pot othe se ae ecegeanaee Tiefe gesenkt. In jeder Kultur 

1, 2, 3, 4 = System von Réhrchen, welche die Wurden gew6hnlich drei Gruppen 

wiisserige Kette bilden, 5 = GefiiS mit gesattigtem von Elektroden (je drei in jeder 

KCl, 6 Vergleichselektrode, 7 = Gipsvers Gruppe) angeordnet: die eine fiir 

bindungen. it. oF . : ‘ ° 

die tiefste Grundschicht, die zweite 

fiir die mittlere und die dritte fiir 

die obere Schicht. Eine derartige Anordnung der Elektroden gibt uns 

die Méglichkeit, die Veranderung der Oxydations-Reduktionseigenschaften 

lings der Vertikalen zu verfolgen. Es mu8 sorgfaltig darauf geachtet 

werden, da sich die Elektroden der oberen Gruppe nicht auBerhalb der 

Fliissigkeit befinden, wenn auch nur auf ganz kurze Zeit. Das Aus- 

trocknen (sogar teilweises) der Elektroden wirkt erheblich auf die weiteren 

Messungen ein. Die Werte werden unregelmaéBig; es ist dann iiberhaupt 
besser, solche Elektroden einer erneuten Platinierung zu unterziehen. 

Alle in Protozoenkulturen befindlichen Elektroden bedecken sich 
nach einiger Zeit mit Schleim und anscheinend unbekannten Bakterien- 
hautchen. Damit hierunter die Messungen nicht leiden, mu8 man die 
Elektroden von Zeit zu Zeit aus den Kulturen herausnehmen und mit 
destilliertem Wasser abspiilen, indem man es sorgfailtig vermeidet, sie 
mit irgendwelcher festen Substanz in Beriihrung zu bringen. Bei diesem 
Verfahren (besonders wenn in den Kulturen Heu zugegen ist) ist es iiberaus 
schwierig. die geringsten unbemerkbaren Verénderungen der Oberfliche 
zu vermeiden; infolgedessen beginnen im Verlauf eines gewissen Zeitraums 
die Elektroden, ungleiche, untereinander immer weniger tibereinstimmende 
Werte zu liefern. Wenn dagegen (z. B. in Bakterienkulturen) die Elektroden 
aus der Fliissigkeit nicht herausgenommen werden, gleichen sich die Werte 
nach einigem Stehen sogar aus (Clark). 

Anfangs betrigt die Differenz zwischen den Werten der einzelnen 
Elektroden, die sich in ein und demselben Raume der Kultur befinden, 


























stn 
nac 
ling 
eun 
Da 
das 
gel 
gef 
det 
de! 
vol 
het 
R6 
in 
de) 
Fl 
gal 
an 
Ha 
mea 
Gl 











-inwirkung d. Oxydationspotentials u. d. H’-Ionenkonzentration usw. 111 


emals mehr als 3 bis 4 Millivolt; nach 1 bis 2 Monaten und spéter diver- 
seren die Werte bis 0,01 Volt. 

In technischer Beziehung war es sehr schwierig, die fliissige Vereinigung 
zwischen der Elektrode der zu priifenden Fliissigkeit und der Vergleichs- 
elektrode zu bewirken. Dabei miissen drei Bedingungen eingehalten werden : 
|. Es soll das Maximum der elektrischen Leitfahigkeit in der fliissigen 
Kette erreicht werden. (Es ist zu beriicksichtigen, daB die Leitfahigkeit 
der Fliissigkeit in den Kulturen selbst allerdings sehr gering ist.) 2. Es soll 
das Auftreten von Diffusionspotentialen in der Kette vermieden werden. 
3. Jeder Verunreinigung der Kulturfliissigkeit durch andere Substanzen, 
z. B. durch KCl, soll vorgebeugt werden. 

Fiir die vorliegende Arbeit wurde folgender Verbindungstypus kon- 
struiert (s.das Schema). Die vollkommene Fliissigkeitsbriicke wurde aus 
nachstehenden Teilen zusammengesetzt: 1. Aus einem System von Drei- 
lingen und einem mit Kautschuk verbundenen Glasréhrechen. 2. Aus 
einem gebogenen Glasréhrchen mit einer Erweiterung am Ende (s. Abb. 1). 
Das Réhrchen wurde derart in die Kultur eingefiihrt, daB~ sich 
das Ende A gerade unter derjenigen Elektrode befand, deren Potential 
gemessen wurde. Dieses Réhrchen wurde mit gesa&ttigter KCl-Lésung 
gefiillt: am langen Ende bis nach oben und am kurzen Ende bis zur Mitte 
der Erweiterung. In der Mitte des Réhrehens befand sich ein Gipspfropfen, 
der sich an dieser Stelle durch das Aufsaugen einer geniigenden Menge 
von Gipsbrei bildete. Ohne da8 die elektrische Leitfahigkeit der Kette 
herabgesetzt wurde, wurde hierdurch die Zirkulation der Fliissigkeit im 
Réhrehen verhindert und somit der K Cl-Lésung die Méglichkeit genommen, 
in die Kultur zu geraten. Der Kontakt der gesiéttigten KCl-Lésung mit 
der Kulturfliissigkeit findet in der Erweiterung A statt, wobei eine gréBere 
Flache dieses Kontaktes eine bessere Beseitigung des Diffusionspotentials 
garantiert. Damit sich die geséttigte K Cl-Lésung und dié Kulturfliissigkeit 
an der Beriihrungsstelle nicht vermischen, empfiehlt es sich, die obere 
Halfte der Erweiterung sehr vorsichtig mit der Fliissigkeit zu fiillen, indem 
man dieselbe vermittelst eines am Ende zu einer Kapillare ausgezogenen 
Glasréhrehens langs der Wandung dieser Ampulle zuflieBen laBt. 

Eine Verunreinigung der Kulturfliissigkeit durch KC] infolge Diffusion 
ist ziemlich ausgeschlossen, da sich die gesaéttigte KCl-Lésung mit der 
benachbarten Fliissigkeit auBerordentlich langsam vermischt und iiberdies 
die Verengerung am Ende des Réhrchens das Eindringen von KCl in die 
Kulturfliissigkeit auch verhindert. Genaue Versuche ergaben, daB waihrend 
einer Stunde nicht die geringsten Spuren von KCI in die AuSenfliissigkeit 
eindringen, im tibrigen bleibt ja das Réhrchen bloB wenige Minuten in 
den Kulturen. 

Die iibrigen Teile der fliissigen Kette sind ebenfalls mit Gipsquer- 
verbindungen versehen und alle mit geséttigtem KCl gefiillt. Gesattigte 
KCl-Lésung befindet sich auch in dem Vereinigungsglischen, in welches 
das Ende der Vergleichselektrode versenkt wird. Das Réhrehen Nr. 1 
wird mit Hilfe eines Korkens in ein hélzernes Brettchen eingesetzt, das 
auf die Rander des GefaBes aufgestellt wird. Schiebt man das Réhrchen 
aufwarts und abwirts, oder dreht man es nach verschiedenen Seiten, so 
kann man es in den Kulturen in eine beliebige Tiefe senken und zu einer 
beliebigen Elektrode heranriicken. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben unter anderem die Méglichkeit, 
den Wert der Bestimmungsmethode von £, und denjenigen der Methode 
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zur Ermittlung der Oxydations-Reduktionseigenschaften des Miliews 
wie z. B. die Methode der Bestimmung von geléstem O, nach Winkler 
und ahnliche zu vergleichen. 

Hier besteht vor allem die auffallende Tatsache, daB diese Methoden 
in verschiedenen Gebieten angewandt werden kénnen. Die elektrische 
Methode ist ausgezeichnet und gibt die Méglichkeit, die Kurven der 
Anderung des Oxydations-Reduktionszustandes des Milieus aufzunehmen 
und zwar in solchem Grade reduzierte (,,anaerobe**) Werte, dab dic 
Winklersche Methode demgegeniiber keine Ergebnisse liefert. Dic 
geringsten Quantititen von Q,, die sich in solchen Flissigkeiten noc} 
befinden, kénnen natiirlich weder nach der Methode von Winkler 
noch nach ihren Modifikationen wahrgenommen werden. Etwas anders 
steht es im Falle gutgeliifteter, sauerstoffreicher Lisungen. Wir wollen 
hier nur kurz bemerken, daB unter bestimmten Bedingungen dic 
Methode der Bestimmung des gelésten Sauerstoffs empfindlicher sein 
kann als die Methode der Bestimmung von £,. Von Bedeutung ist 
dabei, daB Platin mit Sauerstoff keine reversible Elektrode gibt. Es 
ist auBerdem in Betracht zu ziehen, daB (bei Unveranderlichkeit 
anderer Bedingungen) die Verdoppelung der Steigerung der Kon- 
zentration des aktiven Sauerstoffs (d. h. desselben Sauerstoffs, der im 
Gleichgewicht mit O Hist: O + H,O+-2C = 2 OH) eine Anderung von 
£,, (sogar bei umkehrbarer Elektrode) maximum um 0,018 Volt er- 
fordert. Die Frage nach dem Verhiltnis zwischen der Menge des nach 
Winkler geléster O, und der Grébe von £,, ist bisher noch nicht gelést : 
keineswegs ist daran zu denken, daB die nach Winkler bestimmte 
Konzentration von O, genau der Konzentration des aktiven Sauerstoffs 
entspricht, die aus der GréBe E, theoretisch berechnet wird. Bevor 
freilich alle hier existierenden chemischen Bedingungen noch nicht 
genau aufgeklart sind, kann man den Werten der elektrochemischen 
Methode fiir alle Liésungen ein gréBeres Vertrauen entgegenbringen, 
denn bei dieser Methode wird der Nachweis in absolut unveranderter 
Lésung gefiihrt. 

Experimentelles. 

Um die Abhangigkeit der Vermehrung der Protozoen von den physiko- 
chemischen Bedingungen aufzuklaren, wurden Heuinfusversuche mit einer 
geringen Menge von Protozoen angestellt. Gleichzeitig wurde die Fest- 
stellung der Anzahl von verschiedenen Protozoen und die Beobachtung 
der Verénderung der physiko-chemischen Bedingungen des Milieus aus- 
gefiihrt. 


Die Vorbereitung der Protozoenkulturen. 


In drei KristallisiergefaBe, die je 2 Liter destilliertes Wasser enthielten, 
wurden je 20g Heu auf rund 100 cem Filiissigkeit, in der Paramaecium 
caudatum, Spirostomum ambigium, Bursaria trunkatella und Stylonichia 
mytilis vermischt waren, zugefiigt. 
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In drei anderen KristallisiergeféBen befand sich dasselbe, wie in den 
beiden ersten, nur wurden an Stelle von Heu 200 cem Heuabsud zugegossen. 
Die Auszihlung der Protozoen wurde folgendermaBen ausgefiihrt. Wenn 
in der Kulturfliissigkeit eine geringe Anzahl von Protozoen vorhanden 
war, so wurde mittels einer Pipette 1 ccm dieser Fliissigkeit auf ein Uhrglas 
gebracht. Dann wurden die Protozoen nacheinander mit Hilfe einer Pipette 
mit einem sehr feinen ausgezogenen Ende, unter die Lupe eingesogen. Jedes 
der eingesogenen Protozoen wurde ausgezaéhlt. 

Wenn die Protozoen sehr zahlreich waren, so nahm man 0,1 ccm. Eine 
soleche Art der Auszéhlung erwies sich als eine sehr leichte und gab uns die 
Méglichkeit, bei einiger Ubung zahlreiche Auszahlungen der Protozoen 
vorzunehmen. Gewdédhnlich wurden die Proben von vier Stellen am Boden, 
an der mittleren Oberflache und an den Wandungen des GefiBes, am Lichte 
und auBerhalb des Lichtes mehrfach entnommen. Darauf wurde das Mittel 
von diesen vier Stellen gewahlt. 


Die physiko-chemischen Verdnderungen in der Heukultur der Protozoen. 
Verainderungen der Leitfahigkeit. 


Es wurde die Messung der Leitfahigkeit in drei Kulturen im Laufe 
dreier Monate, von dem ersten Tage der Einstellung an, ausgefiihrt. Zwei 
von diesen Kulturen der Protozoen enthielten destilliertes Wasser mit 
Heuabsud, die dritte enthielt ebenfalls destilliertes Wasser, in welches 
das Heu nur eingelegt wurde. In den ersten zwei Kulturen nahm die Leit- 
fahigkeit rasch zu und gelangte nach zwei Tagen zu einem Werte, welcher 
sich spaiter im Laufe einiger Monate nur wenig steigerte. In der Kultur 
mit faulendem Heu vollzog sich die Erhéhung der Leitfahigkeit allmahlich. 

Das Kochen extrahiert sofort die Mineralsubstanzen, dagegen be- 
wirkt das langsame Faulen dasselbe in gehemmtem Tempo. 

Im allgemeinen entsteht hier je nach der Entwicklung der Kultur eine 
Mineralisation und ein Anwachsen einer Anzah! von Ionen. Die Molekiile 
werden in Ionen zersetzt. 


Die Verainderung der Wasserstoffionenkonzentration. 


In den ersten Tagen nach ihrer Aufstellung zeigt die Fliissigkeit der 
Kultur eine saure Reaktion (py = 6,3 bis 6,8); dann geht sie in eine neutrale 
und weiter in eine alkalische iiber, indem sie bis py = 8 und sogar ein wenig 
hoher steigt. 


Veranderung des Oxydations-Reduktionspotentials. 


Anfangs zeigt die Fliissigkeit einen stark reduzierenden Charakter, 
aber nach einigem Stehen und nach Absorption von Sauerstoff aus der 
Luft wird die Fliissigkeit weniger reduzierend und geht endlich in eine stark, 
bis rg = 35, oxydierende iiber. Der letztere Wert kann wahrend fiinf bis 
sechs Monaten fortbestehen, ohne sich wesentlich zu a4ndern. Als man nach 
Winkler den Sauerstoff noch nicht nachweisen konnte, modifizierte sich 
die Fliissigkeit sehr von stark reduzierendem zum neutralen Zusthnde. 
Nach Absorption von 4ccm Sauerstoff pro Liter bewirkt eine weitere 
Aufnahme von Sauerstoff nur eine geringe Anderung des Wertes des Oxy- 
dations-Reduktionspotentials. Uberhaupt ist es zundchst noch nicht 
gelungen, die Abhangigkeit des Oxydations-Reduktionspotentials vom 
Gehalt an Sauerstoff genau in biologischen Fliissigkeiten zu bestimmen. 


Biochemische Zeitschrift Band 197. S 
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Tabelle I. 
Messungen von pg, HE, und rg. 
Datum d. Kultur Nr. 1 pu E, re Pu E, ry 
oben unten 

8. VI. 6,42 — 0,322 1,81 6,30 — 0,326 | 1,46 

9. VI. _ — 0,284 -- 6,28 —0,289 | 2,7 
10. VI. 6,03 — 0,19 5,52 6,04 — 0,249 3,52 
11. VI. 5,86 — 0,151 6,53 5,87 — 0,242 3,40 
15. VI. 6,57 — 0,192 6,54 6,25 — 0,255 3,76 
29. VI. 7,11 — 0,154 8,92 7,08 — 0,248 5,63 
22. VI. 7,40 + 0,217 22,26 | 7,38 — 0,162 9,07 
27. VI. 7.46 +0146 199 | 7,36 — 0,239 6,53 
14. 1X. 7,85 +0442 30,94 7,61 | +0421 29,73 

l 

Bays - ae Pu E, ry Sete 3. Satine Pu E, ra 

5. Il. 682 +0,00 136 | 11. IV. | 749 +0,372 27,81 
10. I. 7,18 —0,252  585]16.IV. .. | 7,50 | +0,874 | 27,9 
16. III. 7,28 + 0,386 27,8 | 20. IV. 7,49 | +0419 29,27 
23. 1. . 7,35 +0,471 30,9 2 7,52 | +0,440 30,03 
c - 7,40 + 0,390 | 282 | 15. V. .... 7,82 +0413 299 
+ Ae 744  +0,877 27 9 |2%. Vv... 7,79 +0418 30,0 





(Potential ist nach Wasserstoffelektrode gemessen.) 


Die Ergebnisse der Messung von E) in verschiedenen Schichten nach 
der Vertikale zeigen an, daB die Differenzen der Oxydations-Reduktions- 
bedingungen in aufeinanderliegenden Schichten eine bedeutende Grée 
erreichen.* Besonders groB sind diese Differenzen, wenn das bakterielle 
Hautchen, das anfangs die Oberfliche der Kultur iiberzieht und den Zugang 
des Sauerstoffs in die Lésung zu verhindern scheint, auseinandergeht und 
verschwindet. Die schroffen anaeroben Bedingungen, die bisher in der 
Fliissigkeit vorherrschten, beginnen sich zu verandern, augenscheinlich 
unter dem Einflu8 der Diffusion des Sauerstoffs aus der Luft. Infolge der 
Langsamkeit dieses Prozesses ergibt sich nun, da8 die oberen Schichten 
der Flissigkeit ihren E, auf die positive Seite zu verschieben trachten, 
indem in den unteren Schichten noch vollige Anaerobiose und verhaltnis- 
m&Big geringer E, vorhanden ist. 








Zum Beispiel: 
In der Kultur Nr. 1 | Ng In der Kultur Nr. 4 
| & | rw | S. Ae BR 
Oben. ... + 0,217 v. 22,3 Oben. . . . + 0,491, v. 31,9 
Mitte. ... + 0,081 v. _ Mitte... . + 0,431, v. 
Way 5 — 0,162 v. 91 Unten ... + 0,379; v. 28,2 


So groBe Differenzen kommen nicht so haufig vor, aber der Unterschied 
in hundertstel Volt ist iiblich, wie aus vorstehender Tabelle hervorgeht. 
Daher ist es offenbar nétig, die Oxydations-Reduktionsbedingungen sowoh! 
oben als auch unten zu messen. 
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Es lenkt auch der Fall die Aufmerksamkeit auf sich, daB in den unteren 
schichten der Fliissigkeit gew6hnlich eine mehr saure Reaktion vorherrscht 


als in den oberen. 
Die Differenz betrigt meist nicht iiber 0,1 py. 


Die Vermehrung der Protozoen und Abwechslung threr Arten. 


Je nach der obenerwaihnten Anderung der physiko-chemischen Be- 
dingungen verandert sich die Anzahl von verschiedenen Protozoen auf 
bestimmte Weise. Schon wahrend der ersten Tage des Stehens des Heu- 
absuds, sowie auch des destillierten Wassers mit Heu, entwickelt sich eine 
Menge von Heubakterien, welche die Fliissigkeit undurchsichtig und triibe 
machen. In den ersten Tagen sind keine Protozoen zu beobachten. Dann 
wiachst die Zahl von Paramaecium caudatum von Tag zu Tag und erreicht 
ein Maximum bis 800 Stiick pro Kubikzentimeter; darauf nimmt sie wieder 
ab und betrigt nur einige Exemplare pro Kubikzentimeter. Diese Zah! 
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Abb. 2. 
Die Vermehrung der Protozoen und Abwechslung ihrer Arten, 


halt sich, mit geringen Schwankungen, lange Zeit; nach einigen Monaten 
verschwinden die Paramaecium caud. jedoch véllig. Wahrend die Para- 
maecium caud. ihr Maximum erreichen, kommen Spirostomum amb. zum 
Vorschein, welche sich nach der Verminderung der Anzahl von Paramaecium 
caud, vermehren (s. Abb. 2). Spirostomum erreichen die maximale Ver- 
mehrung, wenn die Paramaecium caud. bloB noch in einigen Exemplaren 
vorkommen. Aber auch nachdem Spirostomum ihr Maximum erreicht 
haben, verringert sich ihre Anzahl und sie verschwinden endlich. 


Als Ersatz treten Bursaria auf, welche sich nach Erreichung des 
Maximums ebenfalls verringern. Gleichzeitig mit Bursaria tr. kommen 
Stylonichia myt. zam Vorschein und vermehren sich, die sich hauptséchlich 
an den Wandungen des GeféiBes ansammeln. Am Ende des Lebens der 
Protozoenkulturen erschienen in groBer Zahl Rotatoria. 


g* 
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Spirostomum kommen hauptséchlich in Kulturen mit Heu vor, wo <\ 
ihre volle Entwicklung bis zu 2700 Exemplaren pro Kubikzentimete: 
erreichen. Im Heuabsud kommen jedoch nicht mehr als 40 Stiick pro 
Kubikzentimeter vor. Das erklart sich dadurch, daB alle physiko-chemischer 
Prozesse im Heuabsud in beschleunigtem Tempo verlaufen, aber in Kulturen, 
von faulendem Heu in gehemmtem Tempo. 

Infolge des raschen Verlaufs der physiko-chemischen Umwandlunger, 
verandern sich die zur Entwicklung der Spirostomum giinstigen Bedingunge:, 
sehr rasch, und anstatt dessen beginnen Bursaria sich zu vermehren und 
erreichen das Maximum ihrer Entwicklung. 

Saunders 14) hat im Jahre 1924 nachgewiesen, daB fiir Spirostomum das 
Optimum ihres Lebens im pyg-Bereich 7,4 bis 7,6 liegt. Nach unseren Unter. 
suchungen liegt dieses Optimum zwischen pq 7,49 bis 7,79 und rq = 27: 
fiir Paramaecium caud. py 6 bis 6,8 und rq = 5 bis 13; fiir Bursaria tr 
Pu = 7,1 bis 8 und rg = 29 bis 35. 

Daraus erhellt folgendes: Wenn das Milieu, in dem die Protozoen 
sich entwickeln, seine aktive Reaktion und sein Oxydationspotentia! 
andert, so finden Spirostomum keine Zeit, sich in dem giinstigen Miliew 
in groBer Zahl zu vermehren, daher erscheinen nach Paramaecium wn- 
mittelbar Bursaria. Fiir gewéhnlich laBt sich jedoch die obenerwahnte 
Abwechslung der maximalen Vermehrung von Protozoen nachweisen, und 
zwar zuerst Paramaecium caud., nachdem Spirostomum und endlich 
Bursaria. 

Im Jahre 1925 bestimmte Lowell E. Noland 15) in mehreren Kulturen 
der Protozoen Sauerstoff, CO, (frei und gebunden) und zog daraus den 
SchluB, daB die Nahrung den Hauptfaktor ihrer Vermehrung ausmacht 
Nach seiner Meinung spielen die iibrigen Faktoren keine so groBe Rolle 

Unsere Ergebnisse zeigen, daB sogar bei Vorhandensein geniigende: 
Nahrung Paramaecium caud. sich an Zahl rasch vermindern und an ihre: 
Stelle Sptrostomum sich zu entwickeln beginnen. Folglich sind zur Ver-. 
mehrung der Protozoen und zur Synthese des Protoplasmas nicht nu: 
Nahrung in Form von Bakterien, geléstem EiweiB und Kohlehydraten, 
sondern auch bestimmte physiko-chemische Bedingungen des Milieu< 
nétig. Wirken diese Bedingungen ungiinstig auf Paramaecium caud., s0 
beginnt ihr Abbau und ihre Zahl vermindert sich sehr rasch. Aber dieselben 
physiko-chemischen Bedingungen, die ungiinstig auf Paramaecium caud 
wirken, iiben im Gegenteil einen sehr férdernden Einflu8 auf dieVermehrung 
von Spirostomum und auf die Synthese ihres Protoplasmas aus. 

Daraus geht hervor, da8 entweder die der Vermehrung verschiedene! 
Protozoen zugrunde liegenden biochemischen Prozesse nicht dieselben sind, 
oder die Verdauung und Aufnahme der Nahrung, je nach der Alkalisierung 
des Milieus oder nach noch unbekannten Faktoren, verléuft immer schwache: 
und schwacher. Dabei zerstéren auch diese Bedingungen den K6rper de: 
Paramaecium caud. 

Needham 6), 7), 8) injizierte mittels eines Mikromanipulators die Ox) 
dations -Reduktionsindikatoren in das Innere einer Amébe und bestimmte 
dabei rg = 18. Fiir Nyktotherus aber fand er rg = 19 bis 20 in Aerobiose und 
Tx = 10 unter anaeroben Verhaltnissen. Andere Autoren 9), 10), 11), 12), 13 
fanden bei Spirogira rq = 14,4 bis 17,6 und bei Valonia ry = 16 bis IS. 
Selbst Clark bestimmte auch das Oxydations-Reduktionspotential in 
Bakterienkulturen. Er bewies ebenfalls, daB die Oxydations-Reduktions 
indikatoren nur in einem geringen Bereich der Anderungen des Oxy- 
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dations-Reduktionspotentials anzuwenden sind. Es ist sehr interessant, 
auch das Oxydations-Reduktionspotential im Protoplasma der Paramaecium 
caud., Spirostomum amb., Bursaria trunc. zu bestimmen. 

Es ist von Skadowsky 16) fiir Tiere und von Uspensky 17), 18) fiir 
niedere Pflanzen festgestellt, daB die Abwechslung verschiedener Arten von 
Tieren und Pflanzen in Teichen, Seen und Fliissen von physiko-chemischen 
Bedingungen abhangt. So leben in den Morasten mit ihrem sehr sauren 
Wasser ganz andere Tiere und Pflanzen, als in dem benachbarten See mit 
fast neutralem Wasser. 

Fiir Biologen besténde die ideale Lésung des Problems darin, die 
physiko-chemischen Bedingungen, die zur Entwicklung dieser oder jener 
Art von Tieren notwendig sind, méglichst genau festzustellen. 


Zusammenfassung. 


Das Heuinfus, in dem sich die Protozoen entwickeln, erleidet mit 
der Zeit wahrend des Stehens ganz bestimmte physiko-chemische Ver- 
anderungen. 

1. Wahrend die Leitfahigkeit der Fliissigkeit sich im Laufe der 
ersten zwei bis drei Tage rasch vergréBert, nimmt sie alsdann sehr 
langsam zu, was auf einen MineralisationsprozeB hinweist. 

2. Durch Konzentrationsinderungen der Wasserstoffionen wird 
anfangs eine saure Reaktion hergestellt; nachher, je nach dem Stehen, 
wird die Flissigkeit immer mehr alkalisch und gelangt sogar bis py = 8. 

3. Das Oxydationspotential zeigt anfangs eine hochgradige Reduk- 
tionslésung; nachher wird die Fliissigkeit immer mehr oxydierend und 
gelangt bis zu ry = 35. 

4. Den Anderungen der physiko-chemischen Bedingungen parallel 
verlaufen gesetzmabig auch die Intensitatsanderungen der Vermehrung 
von verschiedenen Protozoen. Ungeachtet dessen, daB die Fliissigkeit 
schon bei der Vorbereitung vier Arten von Protozoen enthalt, und 
zwar Paramaecium caudatum, Spirostomum ambigium, Bursaria trun- 
catella und Stylonichia mytilis, entwickeln sich Paramaecium caud., 
erreichen ihr Maximum zuweilen mit 1000 bis 2000 Stiick pro Kubik- 
zentimeter und verringern sich dann in der Anzahl bis auf einige 
Exemplare. 

Anstatt Param. caud. erscheinen in immer gréBerer Anzahl Spiro- 
stomum ambig., gelangen zum Maximum ihrer Entwicklung und ver- 
ringern sich sodann, indem sie Bursaria tr. den Platz einraumen. Jedoch 
folgen zuweilen nach Param. unmittelbar Bursaria und Stylonichia, 
da bei der raschen Abwechslung der physiko-chemischen Bedingungen 
Spirostomum zu ihrer Vermehrung keine Zeit finden. indem die giinstigen 
Bedingungen dazu bereits vergangen sind. 

5. Alle diese Ergebnisse sprechen dafiir, dab jede Art von Protozoen 
optimale physiko-chemische Bedingungen zu ihrem Leben hat, die 
sich von denen der anderen Arten von Protozoen unterscheiden. 
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Uber die Bromaufnahme 
yon Casein, sowie von Casein- und Keratinhydrolysaten. 


Von 
Fritz Lieben und Robert Miiller. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie am Wiener Physiologischen 
Universitats-Institut.) 


(Eingegangen am 30. Marz 1928.) 


Vor einiger Zeit haben Lieben und Ldszlo' die Aufnahme von Jod 
durch Casein untersucht und sich hierbei durch die wichtige Bemerkung 
Paulys* leiten lassen, daB ,,es nicht geniigt, iiberhaupt nur jodhaltige 
Produkte erhalten zu haben‘, sondern, daB es bei Ermittlung der 
GesetzmaBigkeiten darauf ankommt, Produkte mit ziemlich feat- 
gebundenem Jod zu gewinnen; als Kriterien hierfiir gibt Pauly an, die 
Stoffe miBten rein wei sein und diirften an kalte verdiinnte schweflige 
Saure kein Jod abgeben. Nach diesen Gesichtspunkten dargestellte 
Koérper lieben in ihrem Jodgehalt stéchiometrische Beziehungen zu 
bestimmten Aminosauren nicht erkennen, die Aufnahme konnte viel- 
mehr als Adsorptionsvorgang angesehen werden. 

Wenn nun in der vorliegenden Arbeit der analoge Vorgang beim 
Brom nach denselben Gesichtspunkten studiert wurde, so geschah dies, 
weil bei der Einwirkung der beiden Halogene nach den vorliegenden 
Erfahrungen charakteristische Unterschiede zu erwarten waren. Dab 
Jod (im Gegensatz zu Chlor und Brom) bei der Einwirkung auf geléste 
organische Substanzen niemals direkt Substitutionsprodukte liefert*, 
hat zuerst Kekulé* nachgewiesen. Fiir den Fall von EiweiShydrolysaten, 
der uns im folgenden auch beschaftigen soll, sei darauf verwiesen, dab 
die Bromaufnahme durch Tyrosin und Histidin die Grundlage fir 
quantitative Bestimmungsmethoden dieser Aminosduren abgegeben hat. 


! F. Lieben und D. haszlo, diese Zeitschr. 159, 110, 1925. 

* H. Pauly, Zeitschr. f. physiol. Chem. 76, 291, 1911. 

% Dies gelingt nur durch geeignete Eliminierung der entstandenen 
Jodwasserstoffsaure. 

* August Kekulé, Liebigs Ann. 181, 221, 1864. 
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Basierend auf den Feststellungen Millars fiir Tyrosin und Knoops 
Farbreaktion mit Brom fiir Histidin'! haben Plimmer und Eaves*, sowic 
Firth und Fleischmann*® den Tyrosingehalt von Proteinen, die ersteren 
nach Trypsinverdauung, die letzteren nach Séurehydrolyse (d.h. nach 
Beseitigung des Tryptophans) zu ermitteln gesucht. Der letztgenannte 
Vorgang bedeutet einen entschiedenen Fortschritt, doch waren die er- 
haltenen Werte, speziell bei den Keratinen, auffallend hoch im Vergleich 
zu anderen Methoden*. Eine Cystinbestimmungsmethode mittels Brom 
gaben Thrun und Trowbridge® an. Nachdem schon Plimmer und Eaves 
die Phosphorwolframséurefaéllung zur Trennung von Tyrosin und Histidin 
angewendet hatten, wird nun in einer weiteren Arbeit von Plimmer und 
Phillips*® Histidin zu bestimmen versucht, wobei konstatiert wird, daf 
auch Tryptophan, ferner aber das im Séurehydrolysat noch vorhandene 
Cystin (letzteres auf oxydativem Wege) Brom verbraucht, was beim Keratin 
eine Rolle spielen mu8 und speziell im Phosphorwolframséure-Filtrat die 
zu hohen Tyrosinwerte von Fiirth und Fleischmann verursachen diirfte. 
Wir kommen auf die Befunde von Plimmer und Phillips zuriick. In dex 
neuesten Mitteilung von Plimmer und Lowndes’ interessiert uns hier die 
Feststellung, daB nur reines Cystin von Phosphorwolframséiure (PWS) 
zu 97°, gefallt wird, wahrend nach Erhitzen mit Séuren 7°, des Cystin-N 
verloren gehen und nur 40° mit PWS ausfallen *. 


Diesen Erfahrungen steht nun der Befund von Lieben und Lészlo 
(l.e., 8.121) gegeniiber, nach dem ein Eiweibhydrolysat nur ganz 
geringfiigige Mengen von Jod aufzunehmen vermag. Dieser Unterschied 
wird in ein besonders helles Licht gesetzt durch Arbeiten von Okuda’. 
ir gibt Bestimmungsmethoden fiir Cystir, und Cystein an und unter- 
scheidet zwischen einer ,,Brom‘‘- und einer ,,Jodmethode*; bei der 
ersteren kann Cystein nur in Anwesenheit von Cystin, Tyrosin und 
Tryptophan bestimmt werden, bei der letzteren kénnen siamtliche 
EiweiBspaltprodukte anwesend sein, ohne zu stéren; Cystin, durch 
naszierenden Wasserstoff in Cystein iibergefiihrt, reagiert analog. 
Bei der ,,Brommethode* bildet sich wahrscheinlich unter Verbrauch 
von 6 Atomen Brom Cysteinsdure, bei der Jodmethode erfolgt neben 
der analogen Reaktion unter Verbrauch yon nur 2 Atomen Jod auch 
die Bildung von Cystin. 


1 F. Knoop, Hofmeisters Beitr. 11, 356, 1908. 

2? R.H. A. Plimmer und E. C. Eaves, Biochem. Journ. 7, 297, 1913. 

3 O. Fiirth und W. Fleischmann, diese Zeitschr. 127, 137, 1921, dort 
Literatur. 

* Vgl. O. Fiirth, ebendaselbst 146, 259, 1924; ferner O. Fiirth wid 
A. Fischer, ebendaselbst 154, 1, 1924. 

5 W. E. Thrun und P. F. Trowbridge, Journ. of biol. Chem. 34, 355, 
1918; Chem. Centralbl. 1919, II, 44. 

* R.H. A. Plimmer und H. Phillips, Biochem. Journ. 18, 312, 1924. 

7 R.H. A. Plimmer und J. Lowndes, ebendaselbst 21, 247, 1927. 

§ Vgl. hierzu auch Lin-Kuo-Hao, zit. nach Rona, Ber. 42, 37, 1927. 

* Y.Okuda, Journ. of Biochem. Tokyo 5, 201 und 217, 1927. 
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Schon Siegfried und Reppin' gaben an, dab die aliphatischen 
\minosauren kein Brom aufnehmen, ebensowenig Phenylalanin, wohl 
aber Tyrosin (5 Atome pro Mol.), Tryptophan (8 Atome), Histidin 
(etwas mehr als 2 Atome); Cystin reagiert nach Thrun und Trowbridge 
(Le.) mit 10Atomen Brom, dagegen geben Plimmer und Phillips 
(.e., 8. 315) 16 Atome an; Histidin reagiere aber nach den Letagenannten 
mit nur 2 Atomen Brom, wahrend fiir Tyrosin diese Autoren, sowie 
Fiirth und Fleischmann Reaktion mit 4 Atomen (nach Millars Gleichung) 
annehmen. 

Die eben angefiihrten auffallenden Unterschiede in der Wirkungs- 
weise der beiden Halogene lieBen an die Méglichkeit verschiedener 
Einwirkungsart auch auf Proteine denken, eventuell an ein Vorwalten 
stéchiometrischer Beziehungen bei der Bromaufnahme. Die angefiihrten 
Arbeiten zeigen weiter, daB bei der Bromierung von Sdurehydrolysaten 
von Proteinen (nach der Beseitigung des Tryptophans) Tyrosin, Histidin 
und Cystin eine Rolle spielen diirften (Cystein kommt ja héchstens 
in Spuren vor), daB aber die quantitativen Beziehungen noch héchst 
unsicher sind. Weiter unten soll versucht werden, solche Beziehungen 
aufzustellen, wobei sich ergeben wird, dab dabei Faktoren intervenieren, 
die die nach unserer Meinung vorhandene Regel verschleiern. 

Zunachst aber sei von der Einwirkung von Brom auf intaktes 
Casein die Rede. 

Von alteren Untersuchungen iiber den Gegenstand seien, erwahnt: 
H. Hlasiwetz und J. Habermann*, W. Knop*, F. Blum und Vaubel*; die 
Verfasser bromieren Casein, Albumin usw. in Natronlauge, erhalten Produkte 
von 4 bis 5°, Brom (hierzu bemerkt der Referent Loew, daB sein Brom- 
albumin bei anderer Darstellungsweise 11°, festgebundenes Brom ent- 
halten habe). Hopkins® erhaélt etwa 15°, Brom im Bromalbumin und 
etwa 11°, im Bromcasein; er reinigt die Produkte durch Lésen in Alkali 
und Fallen mit Séuren oder durch Lésen in Alkohol und Fallen mit Ather, 
dieselben geben nicht mehr Millon und Adamkiewicz’ Probe, wohl aber 
Xanthoprotein- und Biuretreaktion. In der ersten Arbeit bezeichnet 
Hopkins die gewonnenen Stoffe als Additionsprodukte, hebt aber in der 
zweiten Arbeit die Wichtigkeit der Bromierung fiir die Beurteilung der 
Proteinkérperkonstitution hervor. In Fragestellung und Methodik be- 
deuten seine Forschungen jedenfalls einen groBen Fortschritt. Der Frage 
nach dem mazximalen Aufnahmevermégen von Proteinen fiir Brom und 
Jod einerseits, nach der Unterscheidung von relativ fester oder lockerer 
gebundenem Halogen andererseits gilt die Arbeit von Krzemecki*; die 


1 M. Siegfried und H. Reppin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 95, 18, 1915. 

2 Liebigs Ann. 159, 304, 1871 (Malys Jahrb. 1, 2). 

% Zit. nach Malys Jahrb. 5, 2, 1875; 9, 4, 1879. 

* Ebendaselbst 27, 14, 1897; 28, 28, 1898. 

5 F.G. Hopkins, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 30, 1860, 1897; F'.G. Hopkins 
und St. N. Pinkus, ebendaselbst 31, 1311, 1898. 

® A. Krzemecki, zit. nach Chem. Centralbl. 1912, LI, 2034. 
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Bromkérper sind gelb gefarbt, die Halogenwerte natiirlich sehr hoch und 
nehmen nach Acetonbehandlung usw. ab. Siegfried und Reppin (I. ¢.) 
finden, daB Gelatine mehr Brom verbraucht als das Gelatinehydrolysat. 
Da8 man mit der Bromierung von Proteinen auBerordentlich hoch gehen 
kann, zeigen die Arbeiten von Vandervelde'. Er erhalt ein Bromovoprotein 
mit 37,5, ein Bromcasein mit 32 bis 35%, die Produkte haben stechenden 
Geruch, sind stark gefarbt; durch KOH wird der Bromwert des Casein- 
derivats auf 8 bis 8,5% herabgesetzt. Uber die Einwirkung von Brom 
auf Keratin vgl. Stary?. 

Die bedeutsamen Untersuchungen von Goldschmidt® und von Brig/' 
und deren Mitarbeitern iiber die Einwirkung von Bromlauge auf. Proteine 
haben die Konstitutionserforschung der Eiweifkérper zum Gegenstand; es 
wird dabei der Verbrauch an Bromlauge gemessen. Brigl halt allerdings 
das Hypobromit nicht fiir ein geeignetes Mittel, um auf Bindungsarten 
im EiweiB8 Schliisse zu ziehen (Il. c. 178, 154). 


Die vorliegenden Daten geben, wie man sieht, noch kein be 
friedigendes Bild von der Bromaufnahme durch EiweiB. Es wurde 
weder der EinfluB der dem Protein gebotenen Brommenge auf den 
Bromgehalt des schlieBlich erhaltenen Kérpers dargetan, noch geniigen 
die hergestellten Bromkérper den oben erwahnten Forderungen Paul ys 
(l. c.), um aus ihnen eine Regel ableiten zu kénnen. Ein Hinweis auf 
etwaige stéchiometrische Beziehungen zu bestimmten Aminosauren 
ist aus der Literatur schon gar nicht zu entnehmen. 


I. Bromierung von Caseia. 


In der Folge wurde zu Casein (Hammarsten) Brom in wechselnden 
Mengen zugesetzt, und zwar sowohl in Form von gestelltem n/10 Brom- 
wasser, dessen Faktor bei jedem Versuch bestimmt wurde, als in Form 
von elementarem Brom, mit welchem das geléste oder nicht geléste 
pulverférmige Protein verrieben wurde. Die Brombestimmung in den 
erhaltenen Bromkérpern erfolgte nach der Methode von Pringsheim®. 
wobei wir, statt das Bromsilber zu wagen, die Titration nach Volhard, 
entsprechend dem Vorschlag von Grandmougin und Smirous® ver- 
wandten. 

Um bei dem letzteren Verfahren den Farbumschlag wahrzunehmen, 
ist eine gewisse Ubung erforderlich. Es empfiehlt sich, nach Riick- 


1 A. J.J. Vandervelde, Rec. d. Trav. chim. d. Pays-Bas. 48, 1924; 
44, 1925. 

2 Zd. Stary, Zeitschr. f. physiol. Chem. 144, 147, 1925. 

3 St. Goldschmidt und Mitarbeiter, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 58, 

1346, 1925; Zeitschr. f. physiol. Chem. 165, 149, 170, 183, 1927. 

* P. Brigl und Mitarbeiter, ebendaselbst 152, 230, 1926; 173, 129, 1927. 

5 H. Pringsheim, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 86, 4244, 1903; 41, 4267, 
1908; vgl. H. Meyer, Analyse usw., 4. Aufl., 1922, S. 259f. 

® E.Grandmougin und K. Smirous, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 46, 
3430, 1913 (FuBnote). 
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titration des iiberschiissigen AgNO, mit NH,CNS (rétliche Farbe) 
nochmals mit AgNO, auf farblos zu titrieren, da man den Farb- 
umschlag, rétlich auf farblos, besser wahrnehmen kann. 


Das Casein wurde zunichst in der benétigten Menge n/10 NaOH 


(9 cem auf | g) gelést und Bromwasser zugesetzt; da die saure Reaktion 
des letzteren jedoch ein sofortiges Ausfallen des Proteins bedingt. 
wodurch eine Bromeinwirkung unméglich gemacht wird, mubte iiber- 
schiissige Lauge verwendet werden. Ist der UberschuB gering, so tritt 





Tabelle I. 
__ tain | ce Cesc Za os 1 
Nr. 8 hog BreWasser Behandlungsweise produkt 
ra n/10 10 %/9 com % 
1 5 — 13,0 | Bromzusatz im offenen Erlen- 0,5 
| meyer, gréBere und geringere 
Niederschlagshbildung. Keine 
weiteren Umfillungen 
2 5 10 -- 21,5 ebenso 0.5 
3 5 20 —_ 44.0 o 0.6 
4 5 = _— 45,0 1,2 
5 3, 10 _ 35,0 » 1,4 
6 10 10 _ 30,0 Bromzusatz im geschlossenen 0,8 
Gefab, geringere Niederschlags- 
bildung; sonst wie oben | 
7 10 30 - 59,0 ebenso 0.8 
8 10 20 - 62,0 ™ 1,1 
9 5 20 - 35,0 ‘ji 1,0 
10 10 60 — 109,0 » 13 
11 10 — 8 150 Bromwasser bewirkt keine 2.14 
Niederschlagsbildung mehr; 
Bromprodukt wird zweimal in 
Lauge gelést und mit Essig- 
saure gefallt 
12 10 — 13 150 Ebenso, viermal umgefillt 2.9 
13 10 aa 15 200 Ebenso, dreimal umgefallt 3,7 
14 15 — 20 300 Ebenso, siebenmal umgefillt, 35 
letztes Produkt noch mit Al- 
kohol ausgewaschen, bis keine 
Bromreaktion zu erkennen 3,6 
15 10 -- 18,5 250 Viermal ausgefallt, dabei jedes- 3.6 
mal mit Alkohol nachgewaschen, 
bis keine Bromreaktion 
zu erkennen 
16 10 “= 18,5 250 Siebenmal umgefillt 43 
17 10 = 20,0; 350 . - 5,0 
18 10 i 20,0 450 Neunmal umgefallt, dann mit 4.6 
5 %iger NagSO,-Losung 
behandelt 45 
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nach einigem Bromzusatz wieder Niederschlagsbildung ein und der 
beim Schiitteln reichlich gebildete Schaum fangt das zugefiigte Brom 
auf, so daB es mit der Eiweiblésung gar nicht in Kontakt kommt 
Durch ein geeignetes Schiittelgefab mit mehrfach durchbohrtem 
Stopfen, bei dem die Schaumbildung raumlich stark beschrankt war 
und der Bromzusatz durch ein am Boden des GefaiBes miindendes 
Glasrohr erfolgte, wurde diese Schwierigkeit bei nicht zu grobem Brom 
zusatz vermieden. Bei gréferen Zusitzen aber muBten wir auch zu 
einem gréBeren UherschuB von 10°, NaOH greifen. Nach erfolgtem 
Bromzusatz wurde die homogene Lésung einer mindestens 48 stiindigen 
Dialyse in Pergamentschlauchen gegen flieBendes Wasser unterworfen. 
der noch eine weitere vier- bis fiinfstiindige Dialyse gegen destilliertes 
Wasser folgte. Nur in sehr wenigen Fallen war das Bromprotein schon 
gegen Ende der Dialyse zum Teil ausgefallen; sonst erfolgte nach der 
Dialyse die Fallung mit Essigsiure, worauf das (meist schwach gelblich 
gefarbte) Produkt weiteren Reinigungs-(Umfallungs-) prozessen unter- 
zogen wurde. Fiir die Bestimmung wurde stets ein Teil bei etwa 110° 
getrocknet und etwa 2g davon eingewogen. 

Bei Durchsicht der vorliegenden Zahlen muB vor allem der geringe 
Betrag der Bromaufnahme auffallen, auch wenn, wie im letzten Versuch, 
Mengen von 450 ccm n/10 Br = 3,6g Brom auf 10g Casein zugefiihrt 
wurden. Dies hangt natirlich mit dem Betrag des iiberschiissigen 
zugesetzten Alkali zusammen; dieser Zusatz ist aber nétig, um ein 
Ausfallen zu verhindern. Die bei den héheren Bromzusatzen erfolgten 
Umfiallungen wurden stets so lange fortgesetzt, bis zwei aufeinander- 
folgende Bestimmungen tibereinstimmende Bromwerte ergaben. Zu 
den Umfallungen kam in einigen Versuchen noch Auswaschen mit 
Alkohol und in Nr. 18 eine Umfallung aus 5°%,iger Na,SO,-Lésung, 
ohne daB eine wesentliche Wirkung dieser Prozeduren mehr zu erkennen 
war. Wir sehen aber (rotz des steigenden Alkaliiiberschusses ein Wachsen 
der Bromwerte mit der zugesetuten Brommenge. Ehe wir iiber die Bindungs- 
art des Broms in diesen Produkten uns ein Urteil zu bilden versuchen, 
seien noch einige Versuche angefiihrt, bei denen elementares Brom 
verwendet wurde. 

Hier gab es keine um das Brom gleichsam mitkompetierende 
iiberschiissige Lauge und es wurde (speziell in Nr.3 und 5) ein ge- 
waltiger Bromiiberschu8 in innigem Kontakt mit dem Protein gebracht. 
so daB es kaum méglich erscheint, daB in letzterem eine Stelle unbesetzt 
bleiben kann, in der ein Bromeintritt tiberhaupt méglich ist. Wenn 
wir von Nr.3 absehen, wo wegen Substanzmangel die Umfallungen 
nicht bis zum konstanten Bromwert fortgefiihrt werden konnten, sehen 
wir, daB auch bei dieser Arbeitsweise es nicht méglich ist, mehr als 
etwa 6°, Brom im Casein in fester Bindung unterzubringen. Stéchio- 
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Tabelle 11. 
: Brom im 
Nr. Cassie Soom Behandlungsweise Endprodukt 
z z > %o 
l 10 etwa 3) Casein in 99 ccm n 10 NaOH geldst, in 4,0 
Reibschale mit Br verrieben, 
zweimal umgefillt 
2 10 etwa 6 Casein wie 1 gelést, mit iberschiissigem 4,1 
HBr in Eisessig gefallt und wieder ge- 
lést; Brom in die Losung verribrt, Nieder- 
schlag durch H Br gelost; durch EKingieben 
in H,O gelbe Fallung, sechsmal ungefallt 
3 15 etwa 25 Casein pulverformig in Reibschale mit 11,8 
Brom verrieben; tberschiissiges Br im 
Vakuum vertrieben; lingere Alkohol- 
behandlung 
Nach dreimaliger Umfallung 11,6 
Nach sechsmaliger U mfallung 8.4 
Waschwasser gibt noch Bromreaktion! 
4 10 etwa 4 Behandlung wie in 1 
Nach sechsmaliger Umfallung 59 
Nach achtmaliger Umfallung 5.5 
5 15 etwa 25 Behandelt wie in 3 
Nach neunmaliger Umfillung 39 
Nach zehnmaliger Umfillung 
(aus 5°, NagSOs) 6,0 


metrische Beziehungen zu einer bestimmten Aminosiure lassen sich 
aus dieser Zahl nicht ableiten. Fiir das zu 6,5°,, im Casein vorhandene 
Tyrosin wirde der fiir Disubstitution zu erwartende Bromwert von 
5,7°, zwar befriedigend stimmen, nach dem bekannten (s. auch unten) 
Verhalten des Broms gegen Histidin und Cystin (auch das Tryptophan 
kommt in diesem Falle in Betracht) liegt aber kein Grund vor, eine 
bevorzugte Affinitét des Broms zum Tyrosin anzunehmen'. Wir 
halten den gesamten Vorgang analog wie beim Jod fiir eine Adsorption, 
d.h. eine chemische Bindung an der Oberjfldéche der Caseinmolekel. 
An welchen Stellen sich das Brom dabei verankern mag, soll hier nicht 
erértert werden?. 


1 Nicht nur die Millonreaktion, auch die Voisenetreaktion (auf Trypto- 
phan) sind bei den nach Tabelle II bereiteten K6rpern negativ, so daB 
wir [auch auf Grund unserer Erfahrungen bei der Jodarbeit (1. c.)} daraus 
keinerlei Schliisse ziehen diirfen. 

2 Vgl. die oben erwaihnte Arbeit von P. Brigl, R. Held und K. Hartung, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 139f. und die Arbeiten von St. Goldschmidt 
(1. e.). 
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II, Bromaufnahme von Aminosiuren und Eiwei8hydrolysaten. 


Waren also im vorhergehenden zwischen dem Verhalten von Brom 


und Jod gegeniiber dem nicht desaggregierten Eiweil wesentliche 


Unterschiede nicht hervorgetreten, so waren solche gegeniiber Eiweil3- 
hydrolysaten und einzelnen Aminosaduren unbedingt zu erwarten. 


Zunachst stellten wir Orientierungsversuche mit Bromwasser an; der 
Bromverbrauch wurde mittels Tiipfelproben auf mit KJ und Starke- 
lésung befeuchtetem Filterpapier kontrolliert. Es zeigte sich sofort, dab 
Caseinhydrolysate nur minimale Mengen Jod, hingegen betrachtliche 
Mengen an Brom verbrauchen, und da® dasselbe von Lésungen reinen 
Histidins und Tyrosins gilt; beim Phenylalanin tritt weder Brom- noch 
Jodverbrauch ein. Es wurde ferner in Hydrolysaten die Basenfraktion 
durch Phosphorwolframséure ausgefallt und das Bromaufnahmevermégen 
von Niederschlag und Filtrat gesondert untersucht. Wird vor der PWS- 
Fdllung Brom zugesetzt, so erscheint es quantitativ im Filtrat. Im iibrigen 
konnten quantitative Schliisse wegen der Unzulanglichkeit der Methode 
nicht gezogen werden; auch zeigten sich, speziell bei Tyrosinlésungen und 
EiweiBhydrolysaten, Schwierigkeiten durch interkurrente Nebenreaktionen 
(Oxydationen durch Brom). 


Deutlicher wurden die Resultate, als wir daran gingen, die Amino- 
siuren und Hydrolysate mit naszierendem Brom (aus Bromid und 
Bromat) zu behandeln. Nach der Einwirkung wurde mit KJ und 
Starke versetzt, angesiuert und mit Natriumthiosulfat titriert. 


A. Aminosduren. 
1. Tyrosin 0,1% in n/50 H,SO,. 








Tabelle III. 
4 b c d e 
Bromverbrauch 
Brom — B rbrauch m 
Nr. Tyrosin (als Brom: a ~~ romverbrauc "TXiome '¥ 
pro Mol Tyrosin 
g com n/10 Br Std. eum 0/80 | “le ven e com n/10 Br 
1 0,02 20 v 54 123 44, 
2 0,04 20 uy, 9,9 110 8,9 
3 0,04 20 il, 10,9 122 8.9 
4 0,04 60 3), 13.5 151 8,9* 
5 0,04 60 16 21,5 241 8,9 * 
6 0,04 20 16 17,0 191 8,9 * 
7 0,04 60 16 24,0 269 8,9 ** 
+ 20 weitere 5 
* Melaninbildung. — ‘** Keine Melaninbildung mehr. Oxydation geht dariiber hinaus. 


Die vorliegende Zusammenstellung zeigt uns, daB gleich hier 
betrachtliche Schwierigkeiten bzw. Nebenreaktionen die Regel fiir den 
Bromverbrauch nach der Gleichung von Millar, auf der die Methoden 
von Plimmer (l.c.) und Fiirth (l.c.) beruhen, verschleiern. Es liegt 
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dies daran, daB neben der sofort erfolgenden Substitution durch Brom 
auch eine deutliche, mit der Zeit zunehmende oxydative Wirkung 
einhergeht, die zur Melaninbildung fiihrt. Hierdurch wird sowohl bei 
langerer Einwirkungsdauer wie bei Anwendung eines etwas gréberen 
Bromiiberschusses der Bromverbrauch gewaltig (aufs Doppelte bis 
Dreifache, ohne daB eine obere Grenze abzusehen ist) gesteigert und 
nur bei geringem Uberschu8 und sehr kurzer Einwirkungsdauer ('/, bis 
|, Stunde) bekommt man richtige, d.h. den theoretischen Wert pur 
wenig tibertreffende Zahlen, wie sie auch z. B. Fiirth und Fleischmann 
(l.e., 8. 143) erhielten. 

In analoger Weise mit Jodid und Jodat behandeltes Tyrosin gibt 
keinen Jodverbrauch. 


2. Histidin 0,1°% als Chlorhydrat. 








Tabelle IV. 
4 b c d } e 
B v h 
Nr Histidin- pevpanaets Einwirkungs- Bromverbrauch Seinen! fiir 
HCl | ¢ heme 4 uer 4 Atome Br 
pro Mol Histidin 
g | ecm n/10 Br Std. com n/10 Br} %o von © i com n/10 
1 0,04 20 1, 5,0 59 | 84 
2 0,04 14.4 1, 49 59 84 
3 0,04 16,2 i 5.0 59 84 
4 0,04 17.4 21), 6.7 80 84 
5 0,04 | 14,0 3 6,1 75 8.4 
6 0,04 14,8 5 6.2 76 8.4 
7 0,04 20.0 16 8,2 98 84 
8 0,04 20,0 40 91 108 8.4 
4 0,04 20,0 70 9.4 112 8,4 
10 0,04 10,0 17 6.4 76 8.4 
Il | 0,04 20 17 7,6 90 8.4 
12 0,04 30 17 7.9 93 84 
13 0,04 60 17 8.6 102 84 
14 0,04 60 17 
+ 40 weitere 2 11,0 131 8.4 


Die Tabelle lehrt, daB hier der Bromverbrauch schon bei kiirzester 
Einwirkungsdauer und niedrigem Zusatz sich itiber den fiir 2 Atome 
Brom (nach Plimmer) berechneten Wert (4,2 ccm) erhebt, bei drei- bis 
fiinfstiindiger Einwirkung denselben betrachtlich tibertrifft, sich bei 
etwa 16 Stunden auf den fiir 4 Atome Brom berechneten Wert einstellt 
und denselben auch bei 40- und 70stiindiger Dauer nicht wesentlich 
iiberschreitet; erst bei gleichzeitiger starker Erhéhung des Zusatzes von 
Brom und 17 bzw. 19 stiindiger Einwirkung geht auch der Verbrauch um 
etwa 30°, in die Héhe, ohne je die entsprechenden Zahlen beim Tyrosin 
zu erreichen. Wenn wir von diesem Versuche (Nr. 14) mit sehr hohem 
Zusatz absehen, spielen nach unserer Meinung beim Histidin Neben- 
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reaktionen nur eine kleine Rolle; der Verbrauch erfordert aber Zeit! 
d. h. er stellt sich erst nach etwa 16 Stunden (Stehen iiber Nacht) ay/ 
das Verhaltnis von 4 Atomen Brom auf 1 Mol. Histidin ein, das wir 
dann auch den spiateren Berechnungen bei den Eiweibhydrolysatey 
zugrunde legten. 

Mit Jodid und Jodat verbraucht auch Histidin kein Jod. 


3. Cystin 0,1° in n/50 H,SO,. 











Tabelle V. 
a b c d e 
Bromzusatz a Bromverbrauch pate ey aa 
Nr. | Cystio (als Bromid- “oo -_ cs ; 10 Atome Br 
Bromat) pro Mol Cystin 
| Se j 0 c 
i g com n/10 Br Std. com a/00 Br | %ie von © com n/10 Br 
1 0,01 14.6 , 4,1 gs 42 
2° 0,02 15.4 a, 7,6 91 84 
3 0,02 13.4 1 7.7 92 8.4 
4 0,04 18,8 23/5 14,7 88 16,8 
5 0,04 21,4 le 16, 98 16,8 
6 0,04 50,0 17 16,5 99 16,8 
Nach Reduktion mit Zinkstaub und 3°, HCl durch *°4 Stunden 
berechnet fir 
Cystein 12 Atome Br 
pro 2 Mol Cystein 
aus 0,04 g Cystin 30,4 1, 20,0 100 20.0 


Hier ergibt sich bei nétigem Bromzusatz und nicht zu langer Ein- 
wirkungsdauer ein konstanter Bromverbrauch, der fiir Cystein der 
Gleichung von Okuda (I. c., 8. 203), fiir Cystin der Gleichung: 

C,H,.N,8,0, + 5 Br, + 6H,O = 2C,H,NSO, + 10 HBr 
sehr gut entspricht. Der Verbrauch von Cystin an Jodid-Jodat ist 
Null; Cystein zeigt nach Okuda komplizierte Verhaltnisse; wir fanden 
pro Mol Cystein einen Verbrauch von etwa 1!. Atomen Jod (s. Okuda, 
l.c., Gleichungen S. 209). ; 

4. Es wurde nunmehr die Aufnahme von naszierendem Brom 
unter analogen Bedingungen wie bisher fiir Glykokoll, Alanin, Leucin. 
Asparaginsiure, Glutaminsaéure, Arginin, Lysin, Prolin und Pheny!- 
alanin untersucht. Die Lésungen standen saimtlich 16 Stunden unter 
Einwirkung des Bromid-Bromats, wobei trotz guten Verschlusses der 
Flaschen stets eine kleine Menge verdunstet; dadurch wird zu wenig 
freies Brom gefunden und ein zu hoher Verbrauch vorgetiuscht. [Vg! 


? Auch bei der Einwirkung von Bromlauge auf zahlreiche Aminoséuren 
und deren Derivate wird von Brigl und Mitarbeitern (Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 1738, s. Tabellen S. 132/133 und S. 135) der EinfluB der Fin- 
wirkungsdauer hervorgehoben. 
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auch Plimmer und Phillips (|. c.).] | Dies wurde durch Blindversuche 
erhartet. Nach Beriicksichtigung dieser Tatsache bleibt keinerlei 
wesentlicher Verbrauch von Brom durch die gepriiften Stoffe zu beob- 
achten. 

5. Instruktiv fiir die Ergebnisse mit Eiweibhydrolysaten waren 
die folgenden Versuche: 

a) 40cem Tyrosin (0,1 °%ig) + 40cem Histidin-HCl (0,1 %ig) +- je 
eine Messerspitze von Glykokoll, Alanin, Glutaminséure, Phenylalanin, 
Asparagin gaben, angesetzt mit 30 ccm n/10 Br (als Bromid und Bromat) 
nach 16 Stunden einen Verbrauch von 19,9 cem n/10 Br; berechnet fiir die 
Summe Tyrosin + Histidin : 17,3 cem (114%). 

b) 40cem Tyrosin (0,1 ° ig) + 100cem Cystin (0,1 %ig) mit 60 ccm 
n 10 Br verbrauchten nach 16 Stunden 57,0 ccm, berechnet 50,9 ccm 
n 10 Br (112%). 

Der nicht grobe Mehrverbrauch wird nach dem Obigen durch das 
Tyrosin verschuldet. 


B. Caseinhydrol ysate. 


Die angefiihrten Untersuchungen an Aminosauren wurden parallel 
mit und zur Erlauterung von Versuchen an EiweiBhydrolysaten aus- 
gefiihrt. Da die folgenden Hydrolysen in HCl 40 °,ig (etwa 14 Stunden) 
oder H,SO, 25,°,ig (etwa 22 Stunden) erfolgten und das Tryptophan 
bei diesem Vorgang bekanntlich zérstért wird, wurde diese Aminosaure 
im Vorstehenden nicht beriicksichtigt. Nach der Hydrolyse wurde 
die HCl durch Abtreiben im Vakuum, die H,SO, durch Ausfallen 
mit Baryt beseitigt. Die vom Hydrolysat reprisentierte EiweiBmenge 
kann auf Grund der N-Bestimmungen nach Kjeldahl mit durchachnitt- 
lich 2g angenommen werden (wenn nicht anders angegeben). 

Fiir den Bromverbrauch von EiweiBhydrolysaten in saurer Lésung 
kommen nach unseren Versuchen an Aminosauren nur 7'yrosin, Histidin 
und Cystin in Betracht. Um zur Beurteilung der Resultate der 
Tabelle VI eine Basis zu gewinnen, soll fiir Tyrosin zu 6,5°, im Casein 
ein Bromverbrauch von 4 Atomen pro Mol angenommen werden; 
Histidin, zu 4% in Casein, nehme gleichfalls (s. oben A, Nr. 2) 4 Atome 
auf; Cystin zu 2,4%,' verbrauche 10 Atome Brom pro Mol; also 
verbrauchen 


2g Casein mit 0,13 g Tyrosin ....... . . 29cem n/10 Br 
Ne eee ee eee 
<< eee Sd +> o> e090, See ee eee 


Summe: 70cem n/10 Br 


1 Vgl. O. Kestner, Chem. d. Eiwei®kérper, 4. Aufl., 1925, 8. 304. Der 
Schwefel im Casein kann nach dem jetzigen Stand unserer Kenntnisse 
nur als Cystin berechnet werden. Es soll eine zweite S-haltige Aminoséure 
vorhanden sein. (Vgl. J. H. Mueller, Journ. of biol. Chem. 56, 157, 1923; 
Chem. Centralbl. 1923, III, 298.) 
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Tabelle VI. 
a b c d e f g 
: Verbrauch 
Ein- ‘ Verbrauch . 
; or Bromzusatz : . Totaler , im PWS- 
Ne Séure Bromid+Bromat —— Bromverbrauch y Nieder» Anmer d 
schlag , \ 
com n/10 Br com n/10 Br com n/10 Br com n/10 Br 
1 H,SO, 70,0 24h 64.0 - on 
2a : 100,0 %, | 55,0 . nen OF 
2b , 86,0 22 72,5 ebense | 
e 
Ze - 86.0 70 79.0 - - : 
3a . 80,0 21, 39,0 ; 
3b e 80,0 20 = 54,0 ; ° 
de * 80,0 66 63,7 - a oO 
4a » 80,0 16 53,0 - ae BB 
4b ” 80,0 64 68.7 — — ehens ( 
7 80,8 20’ ny ¢ ac 24 5 n 
5 ‘ 300 17h 60.9 36.4 24,5 _ , 
21.5 16 r 
6 3 58,0} 109.5 * 20’ 63,0 20,0 21,5 : 
30.9 17h \ 
= 50.0 a aa ons , Peaks 
7 . 0 0} 90,0 18h 68,8 37.8 31,0 Ree 
43,7) 22 ' 
Ss = 40,0) 123,7 ** — etwa }/, 67,7 10 14,0 
40.0! : 23 ‘ ( 
65,2) 16 € 
4 ‘ 20,0! 125,2*** 3, | 81,8 5,5 11,1 ; 
40,0) 22 
65,2) 17 . 
10 e. 40,0) 135.2 + 25’ 80,4 8.6 68 
30,0 uh P 
65,2) - 18 a Bromzusat: 
- D2 ‘ : S, 2Et \ 
11 +40,0| 105,2 weitere ¢ 6,4) 68,4 TT beam teal e 
P mal bestin \ 
90,0) 42, 18 FOR én 6 aks 
9 - Og wie 
12 = +40.0f 130.0 » 8 99 88,8 77T Analog wie 
56) : 16 54,2) of 2 2 
13 HCl +30) 86,0 » 4 13.2} 67,48 ebens ; 
90) P 16 81,6) > € 
30 208s 
- . 60 16 68,6 $$s zo © g 
15 H,S 0, 49 16 ite 53,8 14, 
* D. h. 21,5ccm n/10 Br vor der PWS-Fallung zugesetzt, Einwirkungsdauer 16 Stunden; weitere Zus 
tir Filtrat und Niederschlag getrennt angefiihrt: erste Zahi (58,0) bedeutet Zusatz zum Filtrat, zweite Zab! I 


Zusatz zum Niederschlag, stehen damit 20 Minuten bzw. 17 Stunden. 
** 43,7ccm Br durch 22 Stunden vor der PWS-Fillung einwirken gelassen; weitere Zusiatze stehen « s 
halbe Stunde, bzw. 22 Stunden. } 
*** Versuch wie 8. 
+t Versuch analog wie 8. ] 
+t Hydrolysat entspricht: 1,88 g Casein, Verbrauch umgerechnet fiir 2g: 72,7 ccm. 
ttt Hydrolysat = 1,889 Casein, berechnet fiir 2g: 94,5 ccm. 
§ Hydrolysat = 2,34 Casein, berechnet fiir 2g: 58,6 ccm. ( 
§§ Hydrolysat = 2,39 Casein, berechnet fiir 2g: 89,0 ccm. 
$8§ Hydrolysat 1,75g Casein, berechnet fiir 2g: 75,4. ccm. 
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Wird das vorhandene Cystin zu Cystein reduziert, so erhéht sich 
die Zahl auf 73,8cem n/10 Br. Es braucht nicht erst gesagt zu werden, 
\aB diese Zahlen Annaherungswerte bedeuten. Wenn wir auch glauben, 
die Annahmen fiir das Bromaufnahmevermégen nach unseren Versuchen 
vertreten zu kénnen, so sind doch die Prozentzahlen fiir die Amino- 
siuren im Eiweii (namentlich fiir das Histidin) noch unzureichend 
gesichert. Trotzdem hoffen wir, gerade auf Grund der experimentellen 
Ergebnisse, da sich unsere Annahmen nicht zu weit von der Wahrheit 
entfernen. Betrachten wir nun die Zahlen in der Kolonne ,,Total- 
verbrauch™ (d), so fallt unbedingt auf, daB sie sich zum groben Teil 
zwischen 60 und 70 bewegen, andere Werte weichen nur wenig nach 
oben oder unten ab; einige starkere Abweichungen lassen sich aber auf 
Grund unserer Erfahrungen bei den Aminosauren bis zu einem gewissen 
Grade begreiflich machen. Wir diirfen annehmen, dab Abweichungen 
nach unten im allgemeinen auf zu kurzer Einwirkungsdauer beruhen, 
was eine unvollstandige Reaktion mit dem Histidin zur Folge hat. 
Abweichungen nach oben hingegen entstehen hauptsachlich durch 
Verwendung eines sehr groben Bromiiberschusses, wobei der Brom- 
verbrauch des 7 yrosins, wie wir wissen (s. oben A, 1), gewaltig ansteigt. 
Der Einflu®B des Cystins kommt bei Casein natiirlich wenig zur Geltung; 
bei Reduktion mit Zink und HCl ist die Erhéhung der Werte daher 
durch die zahlreichen interkurrenten Faktoren nicht sehr deutlich zu 
erkennen. Den EinfluB der Einwirkungsdauer zeigen besonders klar 
die Versuche Nr. 2, 3 und 4 (in Nr. 3 sind die einzelnen Werte samtlich 
recht niedrig). 

Um die Verteilung des Broms auf Histidin einerseits, Tyrosin 
andererseits kennenzulernen, wurde die Basenfraktion mit PWS 
gefillt, damit 48 Stunden stehengelassen und das Bromaufnahme- 
vermégen gesondert bestimmt; das Filtrat (Tyrosin) erforderte nur 
kurze, der Niederschlag (mit dem Histidin) mindestens 16stiindige 
Einwirkung (Nr. 5). Der EinfluB hohen Bromzusatzes tritt namentlich 
dann zutage, wenn schon vor der PWS-Fillung ein solcher Zusatz 
erfolgt ist (s. Nr.9 und 10). Ein Zusatz dieser Art, verschieden ab- 
gestuft (s. auch Nr. 7 und 8) zeigt auch hier deutlich, dab die Reaktion 
des Broms mit Tyrosin bedeutend rascher erfolgt als mit Histidin. 
Bei 21,5 cem ,,Vorlage** (Nr. 6) wird nur das (spiter im PWS-Filtrat 
befindliche) Tyrosin angegriffen, bei 43,7 cem ,,Vorlage’* (Nr. 8) verteilt 
sich der Angriff des Broms zwar schon auf beide Fraktionen, jedoch 
bei einer ,, Vorlage** von 65,5 cem (Nr. 9 und 10), die dem berechneten 
Bromaufnahmeverfahren des totalen Hydrolysats ziemlich entspricht, 
ist bei weiterer Bromierung nach der PWS-Fallung noch immer etwa 
die Halfte bis ein Drittel des Histidins im Niederschlag nachzuweisen, 
und das véllig verbrauchte Brom des ersten Zusatzes samt weiteren 

g* 
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5,5 bzw. 8,6 ccm ist hauptsachlich auf das Tyrosin (bzw. Cystin) im 
Filtrat aufgegangen. Dabei hat natiirlich neben der Bromierung ein 
Oxydation stattgefunden, was durch die Abscheidung von Melanine), 
kenntlich wird. Auch Histidin, soweit es beim ersten Bromzusatz m' 
Brom reagiert hat, befindet sich in Form des Reaktionsprodukts im 
PWS.-Filtrat, wie durch Versuche mit reinem Histidin gezeigt wurde 
Das zugesetzte Brom geht bei der PWS-Fallung quantitativ ins Filtrat 
(s. oben), wie wir uns gleichfalls durch Versuche tiberzeugten. Bei den 
Versuchen Nr. 11 bis 15 ist die in ,, Anmerkung* angefiihrte Zahl fiir 2 » 
Casein zum Vergleich heranzuziehen; man sieht wieder den Einflul 
des Gesamtzusatzes, namentlich, wenn ein Teil langere Zeit einwirken 
kann. Wir glauben also die Meinung vertreten zu kénnen, da sich der 
Bromverbrauch des Caseinhydrolysats, von Nebenreaktionen abgesehen 
nach der in der obigen Berechnung dargelegten Art vollzieht. 


Gegen naszierendes Jod reagierte ein Caseinhydrolysat mit 2 ¢ 
Casein unter Verbrauch von 2,2 ccm n/10 J; nach Reduktion erhéhte 
sich der Verbrauch auf 6,5 ccm. Wird der Mehrverbrauch auf Rechnung 
des Cysteins (2.4%) gesetzt, so ergibt sich rechnerisch fiir Cystein 
Jod= 1:1 ein Verbrauch von 3,9ccem n/10 J; fiir Cystein: Jod 
= 1:6 von 23,6cem n/10 J (vgl. Okuda, 1. c., 8.209); der faktische 
Verbrauch von 4,3ccem enispricht also eher der ersten Gleichung 
von Okuda. 


C. Hydrolysate von Keratin. 


Um uns tiber die Rolle des Cystins bei der Bromierung besser zu 
orientieren und die Verhaltnisse bei einem anderen EiweiBkérper 
kennen zu lernen, wurden auch Hydrolysate von Keratin (aus Rinderhorn- 
Hobelspanen) mit Bromid-Bromat behandelt. Die Spane waren durch 
2 Tage im Soxhletapparat mit Ather extrahiert worden. Der Histidin- 
gehalt ist hier zu vernachlassigen ; der Cystingehalt aus der S- Bestimmung 
(nach Asboth, s. H. Meyer, Analyse, 1. c., 8.284) war im Mittel mit 
11°,, der Tyrosingehalt nach Fiirth und Fischer (1. c.) und Zuwerkalow' 
mit 4,5°% bestimmt worden. Die Berechnung fiir den theoretischen 
Bromverbrauch wie beim Casein ergab dann fiir 


2g Keratin mit 0,09g Tyrosin. ........ 20,0 cem n/10 Br 
ee Ske a sk Se 92,0 ,, n/l0 Br 


Summe: 112,0cem n/10 Br 


bzw. bei Reduktion des Hydrolysats 
unter Cysteinbildung...... . 130,0 ,, n/10 Br 


1 D. Zuwerkalow, Zeitschr. f. physiol. Chem. 168, 185, 1926. 


_ 


at an 2 8 ae SS it oO 


aan a i, oe | 





iy 


4 








Bromaufnahme von Casein- und Keratinhydrolysaten. 133 





Tabelle VII. 
* b c d e f Xz 
. Totaler Verbrauch 
Hydrolysat Ein- Verbrauch Verbrauch 
Nr eatepricht Saure Bromzusatz wiskungs> | _eom of/00 Br _ = PWS. im PW Se 
Keratin dauer nach obiger Filtrat Niedersechlag 
gefunden Annahme 
x com n 10 Br Std. berechnet ccm n/10 Br ccm n/10 Br 
i | 2,06 H,SO, 140 ty 1194 1158 — 
2 | 206 ' 150 31, 1345 1349 , iol 
P ‘ . 140 1 » ~ 85,3 — 
3] 20 Ha; “4 1 1066 117.5 _ 913 
4 2,12 . 120** 41 119.8 119.1 —** 
> - 104 16 > 
5 | 217 olan 1, 1860 121, 
: 120 17 x on : 85,5 
7a 2,12 ” 150 16 147,0 138.9 —*** 
- ‘ 140 16 85.5 __ *** 
ib 2,12 " 50 16 103,8 138,9 18.3 
‘ : 120 3 » 84,4 —— 998 
8 | 205 (H,80, “S 3 | 1026 © =| 134,8 ai 3 
* Mit Zinkstaub durch 17 Stunden reduziert. — ** Sehr knapper Zusatz, Verbrauch wire 
vielleicht noch héher. — *** Reduziert mit Zinkstaub durch 4 Stunden. 


Der Vergleich zwischen den zwei Kolonnen unter e (Totaler Ver- 
brauch) zeigt gréBtenteils leidliche Ubereinstimmung. Im allgemeinen 
sind die gefundenen Werte bei Hydrolysen ohne PWS-Fallung etwas 
zu hoch, was auf Konto des Tyrosins zu setzen ist. Wurde aber die 
Basenfraktion ausgefallt und die Fallung 18 Stunden stehengelassen, 
so finden wir stets zu niedrige Werte (Nr. 3, 6, 7b und 8; in 7b und 8 
ist der Fehler ziemlich groB). Uberlegt man nun, daB 92,0 cem bzw. in 
reduzierten Hydrolysaten 111 ccm n/10 Br auf das Cystin entfallen, 
und weiter, daB bei PWS-Fallung in Hydrolysaten nach unseren 
Sehwefelbestimmungen (nach Asboth; vgl. Plimmer und Lowndes, |. c.) 
etwa zwei Drittel des Cystins ins Filtrat und etwa ein Drittel in den 
Niederschlag geht, so sieht man, daB auf das Filtrat zwei Drittel C ystin 

Tyrosin, d.h. 82 bzw. 94ccm, auf den Niederschlag ein Drittel 
Cystin, d. h. 31 bzw. 37 cem n/10 Br entfallen sollten. Daraus kann 
man aber entnehmen, daB der Fehlbetrag bei den beobachteten Werten 
hauptsdchlich den Zahlen in der Kolonne g (PWS-Niederschlag) anhaftet. 
Wahrscheinlich geht also bei Zersetzung des PWS-Niederschlags mit 
Baryt etwas Cystin in den Bariumniederschlag des Phosphorwolframats 
und wird so verloren. 
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,.Modellversuche* mit Cystin + Tyrosin (zum Teil nach Kochen a: 
RiickfluBkiihler) ergaben bei direkter Bromierung ganz so wie die Hydr 
lysate ein den berechneten Wert ein wenig tibersteigendes Bromaufnahny 
vermégen; bei PWS-Fallung, gleichfalls wie die Hydrolysate, bedeuten 
niedrigere Werte als der Berechnung fiir die Summe des Bromaufnahmsy 
vermégens von Niederschlag + Filtrat entspricht. Je nach der Daue: 
des Stehens mit PWS, sowie der Dauer des Kochens am RiickfluSkiihle: 
gehen aber hier wechselnde Mengen Cystin oder Cystinderivate in de: 
Niederschlag bzw. ins Filtrat, und es laBt sich daher, solange die Verhaltniss: 
nicht klarer zu iibersehen sind, nicht angeben, ob das Manko hier nur in 
Niederschlag oder auch im Filtrat vorhanden ist. 


Die Annahme von Plimmer und Phillips (1. c., 8. 313), daB der zu 
hohe Wert fiir Tyrosin von Fiirth und Fleischmann in Keratinen auf 
der Anwesenheit von Cystin (bzw. -derivaten) im PWS-Filtrat berulht 
kann nunmehr als sichergestellt gelten. 


Zusammenfassung. 


|. Bei der Einwirkung von Brom auf Casein, sowohl als Brom- 
wasser in alkalischem Milieu als in elementarer Form in gewaltigem 
UberschuB, entstehen nach entsprechenden Reinigungsverfahren Kérper 
mit héchstens 5 bis 6°, fest fixierten Broms. Es wird nicht eine stéchio- 
metrische Beziehung zu einer bestimmten Aminosaure (etwa Tyrosin) 
sondern, analog wie beim Jod, eine Adsorption an der Oberflache der 
Caseinmolekel angenommen. 


2. Die Einwirkung von Brom auf Aminosauren und Eiweil- 
hydrolysate wird hauptsachlich in Form des Zusatzes von Bromid und 
Bromat (status nascens) in saurer Lésung untersucht. Es ergibt sich. 
daB fiir den Bromverbrauch im Hydrolysat Tyrosin, Histidin und 
Cystin maBgebend sind, wobei sich die genannten Aminosauren, jede 
fiir sich untersucht, gleich verhalten, wie im Hydrolysat, und zwar 
werden pro Mol Tyrosin 4 Atome, pro Mol Histidin auch 4 Atome und 
pro Mol Cystin 10 Atome aufgenommen.. 


3. Es wird gezeigt, wie die Faktoren des gréBeren oder geringeren 
Zusatzes und der Einwirkungsdauer auf diese Regel modifizierend 
EinfluB nehmen. Dabei ergibt sich, a) daB bei hohem Bromzusatz 
Tyrosin viel gréBere Brommengen (auch oxydativ, unter Melanin- 
bildung) verbraucht, b) daB Tyrosin und Cystin sehr rasch mit 
Brom reagieren, beim Histidin aber die Einwirkung viel langsamer 


erfolgt. 


4. Es wird die Bromverteilung bei PWS-Fallung im Eiweib- 
hydrolysat studiert. Histidin, das bereits mit Brom reagiert hat, wird 
nicht mehr von PWS gefiallt; das zugesetzte Brom erscheint stets 
quantitativ im PWS.-Filtrat. 
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5. Gegeniiber dem Verhalten von naszierendem Jod, das nur 
intimal mit Eiweibhydrolysaten reagiert, stehen diese samtlichen 
Hefunde in deutlichem Gegensatz. 

6. Bei durch Saure hydrolysiertem Keratin bewahrt sich dieselbe 
Regel wie beim Casein. Der erhéhte Bromverbrauch nach Reduktion 
des Hydrolysats, bei der 1 Mol Cystin in 2 Mole Cystein iibergeht 
welche je 6 Atome Brom verbrauchen), tritt deutlich hervor. Die 
Ursache der stets etwas zu kleinen Werte fiir den Bromverbrauch bei 
PWS-Fallung wird in einem Verlust von Cystin bei der Zersetzung der 
Niederschlagsfraktion gesucht. 











Uber die Wirkung 
der Belichtung auf die Eiweibkérper der Augenlinse. 


Von 
Fritz Lieben und Peter Kronfeld. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie am Wiener Physiologischen 
Universitats-Institut und der I. Augenklinik der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 30. Marz 1928.) 


In zwei vorangegangenen Mitteilungen hat der eine’ von uns die 
Zerstérung von Tyrosin, Tryptophan und Histidin bei Belichtung durch 
die Quarzquecksilberdampflampe, sowie im diffusen Tageslicht in 
Gegenwart von Sensibilisatoren, ferner von Tyrosin und Tryptophan 
im Eiweifverband unter denselben Verhiltnissen beschrieben. 

Die ersten grundlegenden Arbeiten auf dem Gebiete der Belichtung 
biochemisch interessanter Stoffe stammen von Newberg; die eben 
erwahnten Arbeiten wurden durch die Untersuchungen von Harris 
angeregt?. 

Die Tatsache, daB Tyrosin und Tryptophan im Eiweibverband, 
wenn auch etwas langsamer als im freien Zustande, zerstért werden, 
lieB daran denken, Belichtungsversuche an einem durchsichtigen Eiwei/i- 
kérper vorzunehmen; man konnte hier vielleicht erwarten, einen Effekt 
auch ohne Auflésung des Proteins in Natronlauge wahrzunehmen. Ein 
solcher EiweiBkérper liegt nun in den Proteinen der Augenlinse vor. 
oder richtiger: diese Proteine sind von Natur aus in einem durch- 
sichtigen Quellungs- oder Lésungszustande. Es erschien nun interessant. 
einerseits bei Belichtung der intakten Linse (eventuell in Gegenwart 


1 F. Lieben, diese Zeitschr. 184, 453, 1927; 187, 307, 1927. 

2 C. Neuberg und Mitarbeiter, ebendaselbst 13, 305, 1908; 29, 279, 1910; 
61, 310, 1914 usw.; D. 7. Harris, Biochem. Journ. 20, 288, 1926; vgl. ferne: 
H. Gaffron, Naturwiss. 1925, Jahrg. 13, H. 41; diese Zeitschr. 179, 157, 1926; 
s. weitere Literatur in den unter 1. erwaihnten Arbeiten. 
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eines Sensibilisators') nach etwaigen Veranderungen im Tyrosin- und 
Trvptophangehalt, andererseits nach analogen Erscheinungen (neben 
physiologisch-chemischen Veranderungen) bei der Kataraktbildung? zu 
suchen. Waren in beiden Fallen Veranderungen aufgetreten, so hatte 
man an einen Zusammenhang in dem Sinne denken kénnen, daB im 
Auge durch eine irgendwie entstandene Sensibilisierung das natiirliche 
Tageslicht die Fahigkeit erlangt hatte, Tyrosin oder Tryptophan zum 
Teil zu zerstéren, und daB dies eben einen Teil der Erscheinungen bei 
der Kataraktbildung ausmache. 

Die Versuche ergaben jedoch weder eine Wirkung des Lichtes auf 
den Gehalt der intakten Augenlinse an aromatischen Aminosauren, noch 
zeigten sich im Tryptophangehalt von Kataraktlinsen Abweichungen 
von dem in normalen Linsen. 


Uber den Aufbau der Linsenproteine aus Aminoséuren liegen die 
Arbeiten von Jess aus Abderhaldens Institut vor*, nachdem schon C. Th. 
Morner (erste Arbeit: Zeitschr. f. physiol. Chem. 18, 61, 1893) in der Linse 
einen wasserunléslichen und drei wasserlésliche EiweiSkérper zu unter- 
scheiden gelehrt hat. Jess gibt dann fiir die drei wichtigsten Linsenproteine 
(a- und §-Kristallin und das unlésliche Albumoid) die Zusammensetzung 
in bezug auf alle wichtigen Aminoséuren an; der Tyrosingehalt ist mit 
3,5 bis 3,7, der Tryptophangehalt als positiv vermerkt. 

Unsere Belichtungsversuche wurden an frischer, Schweinslinsen 
angestellt. Der EiweiBgehalt (aus der N-Bestimmung nach Kjeldahl) 
bewegte sich zwischen 0,15 bis 040g per Linse, dementsprechend 
enthielten die Linsen 0,0060 bis 0,020 g Tryptophan‘, aber auch der 
daraus berechnete Tryptophangehalt des Linseneiweibes unterlag 
starken Schwankungen: 3 bis 6°. Es erscheint dies durch die Zu- 
sammensetzung dieses Stoffes aus vier verschiedenen Proteinen, die 
gewiB nicht immer im gleichen Mengenverhaltnis vorliegen, erklarlich. 
Noch mehr tritt dieser Umstand bei der T yrosinbestimmung nach Fiirth 
und Fischer, in der Modifikation von Zuwerkalow® hervor; die Werte fiir 


1 Uber die photodynamische Wirkung solcher Stoffe vgl. W. Hausmann, 
diese Zeitschr. 12, 331, 1908; 80, 276, 1910; ferner H. Gaffron, |. c.; Ber. d. 
deutsch. chem. Ges. 60, 755 und 2229, 1927; iiber Wirksamkeit an Organen: 
J.V. Supniewski, Journ. of Physiol. 64, 30, 1927, dort friihere Literatur und 
F. Lippay, Klin. Wochenschr. 1927, 6. Jahrg., Nr. 14. 

2 Uber chemische Veranderungen bei der Starlinse (speziell in bezug 
auf die Cysteinreaktion) vgl. J. Shoji, zit. nach Ronas Ber. 40, 636, 1927; 
friihere Literatur unter 3). 

* Ausfiihrliche Literatur bei K. Steindor/f in Oppenheimers Handb. 
d. Biochem. 2. Aufl., 4, 415ff. 

* Bestimmung nach O. Fiirth und Z. Dische, diese Zeitschr. 146, 275, 
1924. 

5 O. Fiirth und A. Fischer, diese Zeitschr. 154, 1, 1924; D. Zuwerkalow, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 168, 185, 1926; vgl. auch diese Zeitschr. 187, 
310, 1927. 
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LinseneiweiB schwanken zwischen 6 und 9°, wobei aber in dem vo, 
liegenden Falle die genannte Methodik als nicht geniigend sicher gelte» 
darf; die nach dem Erhitzen auftretenden Farben triibten sich sel) 
rasch. Deshalb wurden bei den im folgenden kurz zu erwaihnendey 
Versuchen nur die Tryptophanbestimmungen als maBgebend heran- 
gezogen. 


Die frischen Schweinslinsen wurden in Ringerlésung suspendiert wn! 
dem diffusen Tageslicht durch 12 Stunden oder langer ausgesetzt; wi: 
versuchten, in jede Linse einen Tropfen Rose-Bengale-Lésung (0,1 °, in 
Wasser) zu injizieren. Dies gelang auch meistens, die Linse farbte sic! 
gleichmaBig, doch floB der Farbstoff nach einiger Zeit durch den Stichkana! 
wieder aus, wahrend lediglich zum umgebenden Ringer zugesetztes Ros: 
Bengale in die intakte Linse nicht oder minimal eindrang. Nach de: 
Exposition wurden die Linsen unter Zusatz von einigen Kubikzentimeter 
NaOH (10° ,ig) auf dem Wasserbad in Lésung gebracht und nach Messung 
des Volumens die Fliissigkeit kolorimetiert. Die Farbproben muBten 
durch gehartete Filter filtriert werden; als Standard diente Tryptophan- 
lésung (0,1 °,ig) oder Caseinlésung (5 °4ig) (zu 1,6°, Tryptophan im Casein 
berechnet). Vergleichsproben, ohne Rose-Bengale-Lésung exponiert, sowie 
solche, die im Dunkeln verblieben, zeigten nun nach analoger Behandlung 
einen Tryptophanwert fiir das LinseneiweiB, der von dem der mit Rose 
Bengale-Lésung exponierten Proben nicht wesentlich abwich, wenn man 
die obenerwahnten Schwankungen entsprechend in Betracht zog. 


Da das Ausbleiben des Effektes auch auf die nicht erfolgte Durch- 
dringung mit dem Sensibilisator zuriickgefiihrt werden konnte, wurden 
nun zahlreiche Versuche mit einer Quarz-Quecksilberdamp/-Tischlampe (von 
Haraeus, Gleichstrom 110 Volt) ausgefiihrt. Die Linsen, in Ringer sus- 
pendiert, wurden bei 10,5cm Distanz (senkrecht) durch 2 Stunden unter 
Wasserkiihlung bestrahlt. Hier muBte ja nach den Erfahrungen beim 
Casein ein eventueller Effekt auch ohne Rose - Bengale-Zusatz wahr- 
zunehmen sein. Doch auch hier war zwischen dem bestrahlten und un- 
bestrahiten Linseneiwei8 ein Unterschied im Tryptophangehalt nicht 
nachzuweisen. Dies anderte sich auch nicht, als der Suspensionsfliissigkeit 
n/10 NaOH oder 10°, KCNS (wegen der quellenden Wirkung der Rhodan- 
ionen) zugesetzt wurden [z. B. drei Linsen in 2cem Ringer + 2cem n 10) 
NaOH = 2cem KCNS (10° ig)]. SchlieBlich blieb der Effekt gleichfalls 
aus, als entkapselte Linsen dem Quarzlicht ausgesetzt wurden. 


Die Ursache dieser negativen Ergebnisse konnte nun entweder an 
einer besonderen Resistenz der Linsenproteine gegen Belichtung liegen 
oder, was wahrscheinlicher erschien, in der Tatsache, daB die Proteine 
(nach Mérner sowie nach Jess) etwa 35°, der wasserhaltigen Linse 
ausmachen, wahrend die Versuche des einen von uns mit Casein in | °,,. 
die mit Wittepepton in 0,5°,iger Lésung erfolgten; die ausléschende 
Wirkung héherer Konzentration auf den Lichteffekt war schon bei 
den Aminosauren bemerkt worden (I. c.). 


Um diese Frage zu kliren, wurden sechs Linsen in 10 °,igem NaOH 
auf dem Wasserbad aufgelést und von der etwa 0,5°, igen EiweiBlésung 
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je 5eem mit und ohne Rose-Bengale-Lésung (a) bzw. (b) mit der Quarz- 
lampe bestrahlt, wihrend weitere 5cem (c) im Eiskasten verblieben 
Im Vergleich zur urspriinglichen Lésung (= 100°, Tryptophan) 
enthielt a) 34,5, b) 61,4, ce) 110,5°%, Tryptophan. Nach dem Erhitzen 
am Wasserbad bleiben stets noch einzelne kleine Fléckchen ungeléist, 
was geringere Farbdifferenzen (wie in c) bedingt. Eine analoge 
Priifung auf 7'yrosin gab in a) und b) eine Abnahme gegen die ur- 
spriingliche Probe auf 82 bzw. 86°,. Dasselbe konnte beim Tryptophan 
auch im diffusen Licht festgestellt werden’. 


Wird nun die EiweiBkonzentration in der Lésung bei einem sonst 
ganz analog durchgefiihrten Quarzlampenversuch auf etwa das Vier- 
fache erhéht, so fanden wir in a), b) und c) 98, 97 und 105%, 
die urspriingliche Lisung = 100%, Tryptophan. Es geniigt also eine 
Steigerung der EiweiBkonzentration in der alkalischen Lésung, um 
jede Zerstérung von Tryptophan durch Licht zu verhindern. Wir 
diirfen also annehmen, dap die relativ hohe Konzentration, in der sich 
die Proteine in der Linse befinden, unter anderen auch den biologischen 
Zweck haben mag, diese Proteine bzw. deren Bestand an aromatischen 
Aminosduren vor der Zerstérung durch Licht, selbst bei eventueller An- 
wesenheit eines sensibilisierend wirkenden Stoffes, zu schiitzen. 


Diese Schutzwirkung vor chemischen Veranderungen, die das 
LinseneiweiB vermége seiner hohen Konzentration auf sich selbst 
ausiibt, lie’ auch bei der Starbildung Unterschiede in der chemischen 
Zusammensetzung nicht erwarten. 


In der Tat ergab der Vergleich frischer menschlicher Normal- 
linsen, sowie frisch operierter Kataraktlinsen, soweit die geringe Zahl 
der Versuche ein Urteil erméglicht, in bezug auf den Tryptophangehalt 
der Linsenproteine keinen wesentlichen Unterschied im Sinne einer 
Verminderung bei den pathologischen Linsen. 


Es enthielten bei Untersuchung von 

drei menschlichen Normallinsen: eine Linse im Durchschnitt 0,047 ¢ 
Eiwei8 und 0,0020 g Tryptophan, d.s. 4,2°%: 

vier menschliche Normallinsen: eine Linse im Durchschnitt 0,045 ¢ 
Eiwei8 und 0,0025 g Tryptophan, d.s. 5,6°,; 

bei zwei menschlichen Kataraktlinsen ergaben sich pro Linse 0,0318 g 
EiweiB und 0,0016 g Tryptophan, d.s. 5,0°). 





1 Es verhalten sich also die Linsenproteine genau so wie Casein; sie 
reagieren gegen Bestrahlung qualitativ ganz so, wie ihre aromatischen 
Aminosaéuren. Vgl. die diesbeziiglichen Bemerkungen von M. Spiegel-Adol/ 
und O. Krumpel [diese Zeitschr. 190, 28 (speziell 38), 1927], die bei ihrer 
milderen Bestrahlungsweise zweifellos keinerlei Zerst6rung von Amino- 
siuren bewirkten. 
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Zusammenfassung. 


1. Bei Belichtung intakter frischer Schweinslinsen mit Ros 


Bengale-Zusatz im diffusen Tageslicht und mit oder ohne Rose Bengale 


mit Hilfe der Quarzlampe konnte eine Abnahme im Tryptophangehalt 
der Linsenproteine nicht festgestellt werden. 

2. Da jedoch bei Auflésung solcher Linsen zu 0,5 °,iger Eiweii- 
losung in NaOH eine Tryptophanzerstérung bei derselben Versuchs. 
anordnung in ausgiebiger Weise eintritt, bei Erhéhung der Eiweili- 
konzentration auf das Vierfache jedoch ausbleibt, kann man annehmen 
daB sich das LinseneiweiB durch seine hohe Konzentration in der Linse 
selbst vor chemischen Veranderungen durch das Licht zu schiitzen 
vermag. 

3. Menschliche normale Linsen und Kataraktlinsen weisen in 
bezug auf den Tryptophangehalt der Linsenproteine keinen Unter- 
schied auf. 
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Doppelfarbenkolorimetrie. 
Von 
E. Kaufmann (Kéln). 
(Eingegangen am 1. April 1928.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Obwohl an Genauigkeit den chemischen Methoden unterlegen, 
trotz des subjektiven Beobachtungsfehlers bei wechselnder Farb- 
empfindlichkeit des priifenden Auges ist die Kolorimetrie verbreitet. 
Besonders gebrauchlich sind der Tauchkolorimeter nach Dubosque und 
dessen verschiedene Modifikationen, sowie Keilkolorimeter nach A uten- 
rieth. Zur Mehrfarbenkolorimetrie werden bei qualitativer Analyse 
(pa- Bestimmung) Komparatoren benutzt. 

In Heft 40 der Miinch. med. Wochenschr. 1925 habe ich einen Doppel- 
keil angegeben, mit dem der Farbgehalt (Farbintensitat) solcher Stoffe 
sich ermitteln laBt, die selbst in farbigem Lésungsmittel gelést oder 
enthalten sind, z. B. bei der Blutmengenbestimmung mit Farbstoff- 
methode. Mit Erfolg wurde er auch zur Blutzuckerbestimmung nach 
Benedikt in modifizierter Form als Mikromethode verwandt. In Heft 51 
der Klin. Wochenschr. 1926 beschrieb ich einen Doppelkeil-Keilkiivetten- 
kolorimeter, bei dem auBer dem Doppelkeil statt des Troges eine Keil- 
kiivette verwandt werden kann, die beide mit getrenntem Trieb und 
Skala versehen sind. Durch Verschiebung einer solchen Kiivette und 
der eintretenden Anderung der optisch zu messenden Schichtdicke 
laBt sich eine Reduktion auf die im MeBkeil vorhandene Farbintensitat 
erzielen, falls diese verschieden sind. Die Farbintensitat ist eine Funktion 
der Weglinge der durchgehenden Strahlen bzw. der Menge geléster 
Farbteilchen. Durch Anderung der Schichtdicke der Kiivette kénnen 
also gleiche Farbintensitaten, wie sie zur Messung erforderlich sind, 
erreicht werden. 

Dieses Prinzip wurde zur kolorimetrischen Bestimmung der O,-Ka- 
pazitat des Blutes verwertet. Aus der Farbe des Blutes' kann seine 
Sauerstoffsattigung ermittelt werden. Die Verwendung der be- 
schriebenen Kiivette war jedoch nach Untersuchungen von Uhlenbruck 


1 Klin. Wochenschr. 1926, H. 51. 
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nicht brauchbar, da die Verdiinnung des Blutes ohne gleichzeitiy 
Anderung seines O,-Gehalts nicht zu weit getrieben werden darf. |<; 
einer Blutverdiinnung auf das zweckmabige Verhaltnis des sechs- |), 
achtfachen leidet die Klarheit der Lésung derart, dab Schichtdickey 
von mehr als 2 mm Unsicherheit der Messung ergeben. Diese konntey 
durch Anwendung einer schmalen Kiivette allerdings nur unter Avi 
gabe des Keilkiivettenprinzips wettgemacht werden. Um die [ntensit.t 
der Vergleichslésung gegeniiber dem Doppelkeil gleich zu_ gestalte) 
mubB die Blutverdiinnung in einem die Hamoglobinkonzentrativy 
beriicksichtigenden, jeweils errechneten Verhaltnis erfolgen nach der 
. Hb normal = — . 

Formel: 0.1 - i oienion Blut — 0.7 cem Na,CO,-Lésung. 

Nur fiir diesen Sonderfall trifft unter den besagten Voraussetzungen 
die Behauptung von Hollo und Weiss! zu, daB bei Doppelkeilen nur dic 
Qualitat, nicht die Intensitat gemessen werden kann. Der Doppe! 
farbenmesser, zu dessen Ausarbeitung die Verfasser anscheinend durch 

den Artikel in der Klinischen Wochen 
« S schrift angeregt wurden, erfiillt nun 
in optischer Hinsicht alle Anforde 
rungen beziiglich seines angegebene) 
Zweckes, wobei ich mich, da gas 
analytische Vergleichsbestimmunge: 
fehlen, bei der praktischen Bewertung 
der Methode selbst eines Urteils 
enthalten mub. 

Bei der kolorimetrischen Bestim. 
mung der O,-Kapazitat verwandte 
Uhlenbruck einen Keil, der der 
Halfte eines Doppelkeiles entspricht 
da Werte unter 50 °,, Sattigung prak- 

Abb. 1. tisch -nicht in Frage kommen, und 

auf diese Weise fiir den Mebbereich 

von 50 bis 100°, héhere Genauigkeit erzielt werden konnte. Zu Reihen- 

untersuchungen des Blutzuckers benutzte ich einen entsprechenden 

Keil fiir niedrige Konzentrationen, wahrend fiir héhere Werte die 

obere Hilfte eines einfachen Keiles in abgebildeter Form gute Dienste 
leistete. 

Der Hinweis geschieht, um die vielfaltige Modifikationsméglichkeit 
von Keilen, Doppelkeilen und Kiivetten in einer dem jeweiligen Zwecke 
einer Untersuchung am besten angepaBten Form darzutun. 
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1 Diese Zeitschr. 185, 373, 1927. 
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Uber das Komplement der Amylasen. VI.' 


Von 


Hlans Pringsheim, Jonas Bondi und Eduard Thilo. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 2. April 1928.) 


In der IV. und V. Mitteilung haben wir gezeigt, dab die Wirkung 
des Hefekomplements durch Pepsinverdauung der autolysierten Hefe 
gesteigert werden kann; dadurch gewinnt das Hefekomplement die 
Eigenschaft, den amylolytischen Abbau schon vor dem Grenzabbau 
zu beschleunigen. Ferner berichteten wir, daB wir das Hefekomplement 
durch pepsinverdaute EiweiBstoffe ersetzen konnten, wahrend un- 
verdautes EiweiB als Aktivator der Starkeamylolyse nicht wirksam war. 

In der vorliegenden Arbeit beschaftigten wir uns mit der Sicher- 
stellung dieser Ergebnisse, die wir bestatigen konnten. Ferner dehnten 
wir die Versuche auf die Speichelamylase aus und fanden hier dieselben 
Verhaltnisse wie bei der Pankreasamylase. 

Wenn die Menge der als Aktivator verwandten Eiweibstoffe in 
Gestalt von Hefeeiwei8, HiihnereiweiB, Casein usw. im unverdauten 
und verdauten Zustande auch recht gering war, so mul jetzt doch der 
Einwand widerlegt werden, da sie durch komplexe Kupferbindung 
auf die Ergebnisse unserer Zuckertitrationen nach Bertrand Einflub 
gehabt hatten, auch wenn dieses nicht in einer Verstarkung der Zucker- 
bildung gegeniiber den eiweibfreien Titrationen, sondern nur in einer 
Herabdriickung hatte zum Ausdruck kommen kénnen. Wir haben 
deshalb festgestellt, daB sich fiir unsere Zwecke Eieralbumin und 
pepsinverdautes Eieralbumin am besten nach Folin und Wu?, Casein 
und pepsinverdautes Casein damit nicht, dagegen gut mit kolloidalem 
Eisenhydroxyd ausfillen lassen; besonders im letzteren Falle muB darauf 
Riicksicht genommen werden, nicht mehr Eisenhydroxyd als notig 
fiir die Fallung zu verwenden, weil das Auswaschen des Zuckers aus 


1 IV. und V. Mitteilung diese Zeitschr. 173, 399; 177, 406, 1926. 
2 Folin und Wu, Journ. of biol. chem. 38, 81, 1919. 
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dem Niederschlag sonst zu schwierig wird. Durch Vorversuche haben 
wir uns davon tiberzeugt, daB wir nach den EiweiBfillungen die ur. 
springliche Maltosemenge zuriickfanden (Versuchsreihe I). Aucl, 
unter Beriicksichtigung der EiweiSfallung erzielten wir bei Anwendung 
von pepsinverdautem Eieralbumin mit Pankreatin (Leitz) als Amylase. 
praparat starke Komplementwirkung (Versuchsreihe I1). 

In friiheren Versuchen haben wir die Pepsinverdauung in Gegen. 
wart von Citrat-Salzsiurepuffer von py = 2 vorgenommen, ohne in 
gentigender Weise zu beriicksichtigen, daB die Pufferung méglicher. 
weise in Gegenwart von Eiweif nicht gentigt hat, um das im sauren 
Gebiet liegende Optimum des Pepsins zu erreichen. Jetzt bewirkten 
wir die Aktivitatseinstellung durch Zugabe von n-Salzsiure zum Eiweil. 
wobei wir die Aziditaét auf elektrometrischem Wege maBen!. Die 
Umstellung auf py = 5 bzw. 6,8 nahmen wir dann mit n/2 Natron. 
lauge vor. Auch mit dem so verdauten Hiihnereiwei8 erzielten wir in 
zwei Parallelversuchen (Versuchsreihe [II) starke Komplementwirkung 

Die Versuche mit dem Pankreatinpraparat stellten wir nicht bei 
dem Optimum der Aziditat py = 6,8, sondern bei 5 an, um die eventuelle 
Nebenwirkung der Pankreasmaltase zu unterdriicken. Wir haben uns 
durch Vergleichsversuche mit Maltose iiberzeugt, da die Maltase- 
wirkung bei dieser Wasserstoffionenkonzentration selbst in 24 Stunden 
nicht in Erscheinung trat (Versuehsreihe [V), wahrend unsere Versuche 
nicht langer als 7 Stunden ausgedehnt wurden. In den friher mit- 
geteilten Versuchen waren die Pankreatinpraparate maltasefrei. Auf 
die Verwendung maltasefreier Pankreasamylase kommen wir nach- 
stehend zuriick. 

Unter den gleichen Bedingungen fihrten wir einen Versuch (Ver- 
suchsreihe V) mit unverdautem Eieralbumin aus und beobachteten hier 
zum ersten Male auch ohne Pepsinverdauung starke Komplement- 
wirkung. Hier tauchte bei uns der Verdacht auf, daB das Pankreatin 
(Leitz) im Vergleich zu den friiher benutzten Pankreatinpraparaten 
von starker tryptischer Wirkung und dadurch eine Komplementwirkung 
von unverdautem Eieralbumin vorgetauscht sei. Auch bedachten wir. 
daB dann die mit Pepsin verdauten Eiweifstoffe wahrend des Starke- 
abbaus selbst einer tryptischen Nachverdauung ausgesetzt seien, so 
daB die Grenze, wo die energische Komplementwirkung mit fermen- 
tativ abgebautem EiweiB beginnt, nicht mehr scharf hatte gezogen 
werden kénnen. 

Um Klarheit in diese Verhaltnisse zu bringen, entschlossen wir 
uns, die Trennung der Fermente des Pankreas, von der gehirteten 


1 Wir danken Herrn Privatdoz. Dr. Ludwig Wolf fiir die Erlaubnis, hierzu 
seinen Apparat zu benutzen. 
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j)riise ausgehend, nach Willstdtter' in allen Einzelheiten durchzufiihren. 
Aus 1900 g frischem Schweinepankreas gewannen wir 320 g Trocken- 
pankreas in Pulverform und zerlegten fiirs erste 50g davon durch 
\btrennung der Lipase und des Trypsins in ein energisch wirkendes 
Amylasepraparat. Um uns von der Trypsinfreiheit dieses zu tiber- 
zeugen, setzten wir es auf Pepton ex albumine (Merck) an, um uns 
vorerst die Isolierung der fiir Wirkung auf Gelatine nétigen Entero- 
kinase zu ersparen; durch Titration nach Willstdtter® stellten wir fest, 
daB kein Zuwachs an Carbonylgruppen erfolgte (Versuchsreihe V1), 
die Amylase also trypsinfrei war. Derselben Methode bedienten wir 
uns, um ein MaB fiir den Grad unserer Pepsinverdauung zu gewinnen. 


Entsprechend der scharf betonten Angabe von Willstdtter, der 
bisher nur einmal® widersprochen wurde, war die von uns isolierte 
Pankreasamylase maltasefrei (Versuchsreihe VII). 


Aus 50g geharteter Driise gewannen wir nach der Entfernung 
der Lipase und Tryptase ein Adsorbat der Amylase an Aluminium- 
hvdroxyd A, aus dem wir die Amylase mit 400 ccm zweibasischem 
Ammoniumphosphat _ eluierten. In 1 cem_ dieses Eluats sind 
0.1305 Amylaseeinheiten enthalten (Versuchsreihe VIII). Mit diesem 
Eluat haben wir in der Hauptsache gearbeitet, wobei wir darauf Riick- 
sicht nahmen, daB in ihm noch geringe Mengen Ammoniak vorhanden 
sind, weshalb wir die Aziditat des 50fach verdiinnten Eluats durch 
Zusatz von Phosphatpuffer von der urspriinglichen py = 7,1 bis 7,2 
auf die optimale py von 6.8 umstellten. Diese Einzelheiten sind 
bei geringen Komplementausschlagen von griBter Wichtigkeit. Das 
dialysierte Eluat war fiir unsere Versuche weniger geeignet, nicht so 
sehr, weil es an Amylaseneinheiten eingebiiBt hatte, sondern wegen 
seiner schlechten Haltbarkeit ; das Eluat hingegen hielt sich unverandert 
2 Monate. Mit der nach Willstdtter gereinigten Pankreasamylase bzw. 
mit dem im Verhialtnis 1: 10 verdiinnten Eluat stellten wir zuerst die 
energische Wirkung des Hefekomplements, die erst jenseits des Grenz- 
abbaus beginnt, erneut fest (Versuchsreihe IX). 

Dann geben wir als Hauptversuch die Versuchsreihe X an, bei 
der wir als Aktivator Eieralbumin und Casein, beide in unverdautem 
und pepsinverdautem Zustande zur Anwendung brachten. Die un- 
verdauten Eiweibstoffe hatten gar keine Komplementwirkung, cie 
der pepsinverdauten ist deutlich, und zwar ausgesprochener beim 


1 R. Willstdtter, E. Waldschmidt-Leitz und Hesse, diese Zeitschr. 126, 
143, und zwar 159, 1923. 

2 R. Willstdtter und E. Waldschmidt-Leitz, B. 54, 2988, 1921. 

3 P. Rona, B. Nachmansohn und H.W. Nicolai, diese Zeitschr. 187, 
328, und zwar 331, 1927. 
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pepsinverdauten Casein als beim verdauten Eieralbumin. In jeden 
Falle steht sie auch in zahlreichen anderen Versuchen hinter der Wirkuny 
des Hefekomplements weit zuriick. 

Analoge Versuche fiihrten wir auch mit Speichelamylase aus 
Zu diesem Zwecke wurde die Speichelamylase nach dem Vorgang von 
Myrbéck* durch Adsorption mit Aluminiumhydroxyd B adsorbiert 
und das Adsorbat mit einer | °,igen Lésung von sekundirem Natrium 
phosphat eluiert, und zwar verwandten wir auf 100 ccm Speiche! 
10cem der Tonerdesuspension und eluierten mit 35 ccm Phosphat 
Da in lecem Speichel urspriinglich 0,026 Amylaseeinheiten und_ in 
unserem Eluat 0.0375 Amylaseeinheiten vorhanden waren (bestimmt 
wie in Versuchsreihe 8) erzielten wir eine gewisse Anreicherung der 
Amylase neben ihrer Reinigung (Versuchsreihe XI). Auch beim Speiche! 
wirkte Hefekomplement energisch, wahrend Eieralbumin und _ pepsin- 
verdautes Eicralbumin nur schwache Aktivierung veranlabten. 


Wir sind also zu der Uberzeugung gekommen, daB die Trypsin- 
verdauung des Eiweibes eine Bedingung ist, um es zu einem energischen 
Aktivator der Amylasen zu machen, und werden diese SchluBfolgerung 
durch neue Versuche mit der tryptasefreien Pankreasamylase priifen 


Versuchsteil. 


Als Substrat diente eine 1 °,,ige Starkelésung (lésliche Starke der 
Koehlmann A.-G.). Das Hefekomplement erhielten wir wie friiher 
durch Verreiben von Backereihefe mit Toluol. Als Pepsin gelangte ein 
Praparat von Kahlbaum zur Anwendung. Die Pufferung erfolgte, wo 
keine besonderen Angaben gemacht werden, mit den tiblichen Puffer- 
lésungen nach Sdérensen. Die Titrationen nach Bertrand wurden auf 
Maltose berechnet und stets mit 5ccm vorgenommen. 


Versuchsreihe I. 


Maltosebestimmung bei gleichzeitiger EnteiweiBung. 


1. 2g Eieralbumin in 30cem Wasser + 2,4cem n-Salzséure geldst 
(px = 2), mit 0,5 g Pepsin 3 Tage bei 37° verdaut, dann mit 5,2 ccm n,2 
Natronlauge auf py = 6,8 umgestellt. 

2. 2g Eieralbumin in 30 ccm Wasser. 

3. 2g Casein in 30 cem Wasser + 2,4 ccm n-Salzséure (py = 2) geldst, 
mit 0,5 g Pepsin 20 Stunden bei 37° verdaut und dann mit 5,2ccm n 2 
Natronlauge auf py = 6,8 umgestellt. 

4. 2g Casein in 30ccm Wasser. 

EnteiweiBung von 1. und 2. nach Folin und Wu, von 3. und 4. mittels 


kolloidalem Eisenhydroxyd. 


1 K. Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 159, 1, 1926. 


né 
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Zu je 5cecem Maltoselésung mit 26,5 mg Maltose wurden 1 ccm EiweiB- 


sung hinzugegeben und nach der EnteiweiBung gefunden: 





1. 26,7 mg Maltose 3. 26,8 mg Maltose 
5. SES «w« 99 4. 26,5 99 
Versuchsreihe II. 
Versuch mit pepsinverdautem HiihnereiweiB bei py = 5. 
a) 75 cem Starkelésung b) 2g Pankreatin (Leitz) 
10 Puffer (Citrat) px 5 50 cem Wasser 
ec) 2. g Eieralbumin 
0,5 g Pepsin 
2cem Puffer py 2 
30... Wasser 
nach 20 Stunden auf py = 5 umgestellt. 
1. 20 ccm a) 2. 20 ccm a) 
©”. b» - .« = 
30 ., Wasser 10 ,, ©) 
20 ., Wasser 
C Malt 
SS SY. Sey ee _ 
1. 2. 1. 2. 
Std. mg mg 9}, Jo 
u, 11,8 13,4 56,7 2 
1, 13,0 14.6 62,6 70,1 
8 13,7 17.2 65,8 82,9 
5 14.3 17,5 69.0 84.5 
7 14.6 18.8 70,1 90,4 
Versuchsreihe III. 
Versuch mit pepsinverdautem EiweiB bei py = 5 
(elektrometrisch gemessen). 
a) 75cem Starkelésung b) 2g Pankreatin (Leitz) 
10 ,, Citratpuffer py = 5 50 cem Wasser 
ce) 2¢ Ejieralbumin 
30 ccm Wasser 
2.4cecm n-Salzséiure 
0,5 g Pepsin 
5 umgestellt 


nach 20 Stunden mit 4,2cem n/2-Natronlauge auf px = 
(elektrometrisch gemessen). 


1. 20cem a) 2. 20 cem a) 

ea So . & 

30 ,, Wasser 10 ,, ©) 
20 ,, Wasser 


10* 
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Cu Maltose ; Cu Maltose 
Zeit Zeit A 
& 2. 1. 2. 1. 2. 1. 2 . 
Std. mg mg Fy OF, Std. mg mg 0}, 0 
MWg 13,7 13,7 65,8 65,8 I/y 12,1 13,4 58,3 64,2 
1, | 137 149 | 658 | 716 | 1%, 124 | 146 | 594 | 701 
3 14,0 16,2 674 78,1 3 12.4 15.9 59.4 76.5 
5 14.6 18,4 70,1 88,8 5 13,0 16,9 62.6 81.3 
7 14,9 19,7 71,7 | 95,7 7 13,4 18,4 64,2 88.8 


Versuchsreihe IV. 


Maltasepriifung des Pankreatinextrakts. 


5cem Maltoselésung, 2cem Puffer pq = 5 und 5cem Pankreatinextrakt. 





Zeit Cu Maltose 

Std. mg | mg = 
0 32,1 28,9 

24 32,1 28,9 


Versuchsreihe V. 


Versuch mit unverdautem Eieralbumin. 
b) 2g Pankreatin (Leitz) 


a) 75cem Starkelésung 
50 cem Wasser 


10 ,, Phosphatpuffer 
ce) 1g Eieralbumin 
15cem Wasser 











1. 20 cem a) 2. 20 ccm a) Ss} 
a. «ae 10 cem b) 
30 ,, Wasser a 
20 ,, Wasser 
: Cu Maltose 
Zeit —— - eno Le a sean 
1. 2. 1 2 
Std mg mg 99 % 
M/y 12,1 13,4 58.3 64,2 
11/5 13,4 15,3 64,2 73,8 - 
3 13,4 17,2 64,2 82,9 
5 14,1 17,5 69,0 84,5 


Versuchsreihe VI. 


Priifung der Pankreasamylase auf Trypsin. 


10cem 10°% ige Lésung von Pepton ex albumine (Merck) 


& », 1 ss ” ” 
5 ,, der abgetrennten Amylaseelution. 


sekundérem Natriumphosphat 
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Die Titrationen wurden nach 2 Stunden und 37° mit lecem dieser 


Losung mit n/10-Kalilauge und Phenolphthalein in 97°,igem Alkohol 


usgefiihrt. 





com 0/10 KOH 


ee — Zuwachs 
0 Std. 2 Std. 
1. 1,25 1,25 0 
2. 0,95 0,95 0 
3. 1,40 1,40 0 


Versuchsreihe VII. 


Priifung der Pankreasamylase auf Maltase. 


5eem Maltoselésung; 1. 16,9 mg Maltose, 2. 18,7 mg Maltose 
»  Phosphatpuffer py = 6,8 
1 ,, der abgetrennten Amylaseelution 


9 
- 





> 
Zeit — . a. Ee eS = t. — 
Cu Maltose Cu Maltose 
Std. mg mg mg mg 
0 18,8 16,9 20,7 18,7 
5 19,0 17.0 20,7 18,7 
24 19.0 17,0 20,7 18,7 


Versuchsrethe VIII. 


Bestimmung der Amylaseeinheit der Pankreasamylase 


(nach Willstdtter). 
0,02 cem Amylaseelution geben in 11 Minuten 90,9 mg Maltose, ent- 


sprechend k = 0,0261, d.h. in leem sind 0,1305 Amylaseeinheiten. 


Versuchsreihe 1X. 
Versuch mit Pankreasamylase und Hefekomplement. 
2. 25 cem Starkelésung 


6.8 10 ,, Phosphatpuffer pg 6,8 
0,2 n-Kochsalzlésung 


1. 25 cem Starkelésung 
10 ,, Phosphatpuffer px - 





1 ,, 0,2 n-Kochsalzlésung a 
5 ,, Amylaseeluat mit Wasser 5 ,, Amylaseeluat desgl. 
auf '/,, verdiinnt 1 ,, Hefekomplement 
2 ,, Wasser 1 ., Wasser 
Cu Maltose 
Zeit — —— —— “ 
1. 2. 1. 2. 
Std. mg mg %F5 0 
0 14,9 15,3 43.5 44.8 
a 22,2 22.0 65,0 64.6 
14), 22,9 23,2 67,2 68,0 
3 23,2 23,5 68,0 68,8 
5 24,2 26,1 71,0 76,6 
7 24.5 26,7 71,8 78,2 


24 26,7 29,9 78,2 87,7 
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Versuchsreithe X. 


Versuch mit EiweiB, pepsinverdautem EiweiB, Casein un 
pepsinverdautem Casein als Komplement und Pankreasamylas: 
a) 25cem Starkelésung 
10 ,, Phosphatpuffer pq = 6,8 
0,2 n-Kochsalzlésung 
Amylaseeluat (auf !/,. verdiinnt) 
1 ,, Wasser 
50 ccm Amylaseeluat (auf '/,. mit Wasser verdiinnt) werden mit 5 cen 
Phosphatpuffer von py = 6,46 auf py = 6,8 umgestellt. 


l 
5 


” 


b) 1g Eieralbumin, 15 cem Wasser 
ec) 1g Casein, 15cem Wasser 
d) 2g Eieralbumin 

30 cem Wasser 

2,4ccm n-Salzséure 

0,5 g Pepsin 


nach 3 Tagen mit 5,2 cem n/2 Natronlauge auf pq = 6,8 umgestellt (elektro- 


metrische Messungen). 
e) 2g Casein (Hammarsten) 
30 cem Wasser 
2,4ccem n-Salzséure 
0,5 g Pepsin’ 


20 Stunden bei 37° vérdaut, dann mit 5,2 cem n/2 Natronlauge auf py = 6,8 








umgestellt. 
1. 42 cem a) 2. 42ccem a) 3. 42cem a) 4. 42cem a) 5. 42ccem a) 
1 ,, Wasser Dees Raa Oe can De 0 
Cu Maltose 
Zeit — 
7 2. 3. 4. 5. 1. 2. 3. 4 5 
_ Std. | mg | mg mg mg mg 9 %o %o % | 
13/, || 21,0 | 19,7 | 20,0 | 20.0 | 194 | 61,7 57,8 58,4 | 584 57,9 
3 21,0 | 21,3 | 20,0 | 21,3 | 20,0 | 61,7 | 62,3 | 584 | 623 584 
6 21,3 21,3 21,0 | 22,0 | 220 623 | 623 61,7 | 646 646 
24 22,6 | 226 | 22,6 | 23.2 25,1 | 66,2 | 66.2 66,2 | 680 73,7 
48 22,9 | 23,9 | 226 | 23,2 | 25,1 | 67,2 | 70,0 | 66,2 | 680 | 73,7 


Versuchsreihe X1. 


Versuch mit gereinigter Speichelamylase. 


a) 25cem Starkelésung 
10 ,, Phosphatpuffer pg = 6,5 
1 ,, 0,2n Kochsalzlésung 
5 ,, Speicheleluat 
8 ,, Wasser 
b) und d) wie Versuchsreihe X. 


fill 
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y 


49ccm a) 3. 49cem a) 4. 49 ccm a) 


15] 





49 cem a) 2. 

1 ,, Wasser ] b) l d) 1 ,, Hefekomplement 

Cu Maltose 
Zeit - — $$ _—______ . 
1. 2. | 3. 4 1. 2 3 4. 

Std mg mg mg mg 0), 0 0/5 

1}/, 17,8 17,2 18,4 19,1 60,4 58,5 62,6 64.9 
3 18.8 18,4 - 20,0 63.8 62,2 -- 67.9 
24 21,9 22.6 22,9 25.8 74,7 77,0 78,1 87,9 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen wir 


fiir ihre Unterstiitzung unseren ergebensten Dank aus. 











Studien iiber Gewebsatmung. 


IV. Mitteilung: 
Der Einflu8 von Thyroxin, Adrenalin und Insulin auf den Sauerstoffverbrauch 
iiberlebender Leberzellen. 


Von 


Helmuth Reinwein und Walter Singer. 


(Aus der Medizinischen Klinik Wiirzburg und dem Physiologischen Institut 
Ziirich.) 


(Eingegangen am 3. April 1928.) 


Ausgehend von der Beobachtung (1), daB die Aufnahme von 
Sauerstoff durch das tiberlebende Warmblhiterprotoplasma im Vergleich 
zum lebenden Gesamtorganismus eine auffallende Gleichmabigkeit 
zeigte, gingen wir daran, die Einrichtungen zu erforschen, durch die 
der Gesamtorganismus in den Stand gesetzt wird, die Eigengewebs- 
atmung dem Energiebedarf des Gesamtorganismus anzupassen. 


Wir setzten schon in den friiheren Mitteilungen (2) auseinander, dal} 
man nach den Untersuchungen von Krogh mit einem wesentlichen Einflul 
durch die Zahl und die Weite der Kapillaren rechnen kann. Dieser Einfluss 
wird bei den Untersuchungen iiber die Sauerstoffzehrung iiberlebender 
Zellverbande dadurch ausgeschlossen, daB als Vorbedingung fiir die Gewebs- 
untersuchungen nach Warburg (3) verlangt ist, daB die Zellen maxima! 
mit Sauerstoff versorgt werden. Es wird dies bekanntlich dadurch erreicht, 
daB die Dicke der Gewebsschnitte ein bestimmtes MaB nicht iiberschreiten 
darf, damit eine freie Diffusion des Sauerstoffs iiberall hin erfolgen kann. 
Die Bedeutung der maximalen Sauerstoffversorgung geht auch schon aus 
den friiheren Untersuchungen von Nakamura (4) hervor. Das Piliigersche 
Gesetz von der Unabhangigkeit des Sauerstoffangebots ist also nur bis zu 
einem bestimmten Sauerstoffpartialdruck giiltig. Fiir die Intensitét des 
Gewebsstoffwechsels kann ferner jegliche Veranderung des physikalisch- 
chemischen Zustandes der Zellen von Bedeutung sein. Wie wir in det 
dritten Mitteilung (l.c.) zeigen konnten, ist ein Sauerstoffmehrverbrauch 
eigentlich nur dadurch zu erzielen, daB man die OH-Ionen vermehrt. Auch 
dann findet man eine Steigerung nur in einem relativ engen Interval! und 
bei einer Reaktion, die fiir das normale Gewebe kaum als physiologisch 
angesehen werden kann, némlich zwischen py 7,6 bis 8,4. Eine Hemmung 
Bremsung — des relativ groBen Eigenstoffwechsels ist relativ viel leichte1 
zu erhalten, so z. B. durch Verinderung der Elektrolytzusammensetzung. 
Einen Antagonismus im Sinne der Kraus-Zondekschen Theorie konnten 


PI 
ké 
als 
un 
di 
sil 


be 
bl 
de 
Be 
fa 


N 
flr 
sil 
er 








H. Reinwein u. W. Singer: Gewebsatmung. IV. 153 


r aber an den von uns untersuchten Zellverbénden nicht nachweisen. 
\uBer Frage diirfte stehen, gleichgiiltig ob man mehr der Warburgschen 
Katalysatoren- oder der Wielandschen Dehydrierungstheorie zuneigt, daB 
lie Sauerstoffaufnahme des tiberlebenden Gewebes chemischen und kolloid- 
chemischen Umsetzungen in den Zellen dient. Meyerho/ (5) konnte denn 
auch zeigen, daB ein Sauerstoffmehrverbrauch der Leberzellen nach Zusatz 
von bestimmten intermediéren und Aminoséuren zu beobachten ist. Er 
brachte die Beobachtung in Beziehung zu dem, was man als spezifisch- 
dynamische EiweiBwirkung schon lange kennt, in deren Ursache man 
aber bisher trotz aller darauf verwandter Arbeit so wenig Ejinblick hat. 
Der eine (6) von uns ging dieser Frage weiter nach, konnte die Versuche 
von Meyerhoj vollauf bestatigen und dariiber hinaus wahrscheinlich machen, 
daB dieser Sauerstoffmehrverbrauch intermediéren Aufbauprozessen dient. 
Man hat demnach damit zu rechnen, daB das Angebot bestimmter Nahrungs- 
stoffe im engsten Sinne des Wortes die GréBe der Eigengewebsatmung 
wirksam beeinflussen kann. Indirekt geht diese Tatsache auch schon 
daraus hervor, daB die Sauerstoffzehrung der Leberzellen lange vorher 
hungernder Versuchstiere kleiner ist als die gut gendhrter. 

Die Bedeutung der Gewebsuntersuchung ist vor allem bei diesen 
Fragen darin zu sehen, daB es mit der Warburgschen Methode méglich 
ist, systematisch die einzelnen Faktoren zu erforschen, die im Gesamt- 
organismus als Determinanten des Gesamtstoffwechsels anzusehen 
sind. Um ein reibungsloses und harmonisches Nebeneinanderlaufen und 
Ineinandergreifen der mannigfaltigen Vorgange zu erméglichen, erscheint 
ja jeder Lebensvorgang durch vielfache Einrichtungen gesichert, 
gerade wegen der Mannigfaltigkeit und des vielfachen Ineinander- 
greifens dieser Vorgange ist die Bedeutung jedes einzelnen aber so 
schwer zu erkennen. 

Am Gesamtorganismus hat man sich relativ weit tiber die einzelnen 
Phasen der Reizapperzeption und der Impulsbildung informieren 
kénnen. Viel schlechter steht es aber mit dem, was man systematisierend 
als dritte Phase bezeichnete, der Impulsleitung zum peripheren Organ 
und den sich hier abspielenden Vorgingen. Unklar ist hier auch schon 
die Frage, welche Organe tiberhaupt als Vollzugsorgane anzusprechen 
sind. 

Aus diesem Grunde haben wir uns in dieser Mitteilung darauf 
beschrankt, unsere Ergebnisse an iiberlebenden Leberzellen von Warm- 
bliitern mitzuteilen. Neben der Muskulatur ist es vor allem die Leber, 
der man seit langem fiir die chemische Warmeregulation eine besondere 
Bedeutung zumibt. Wir verweisen auf die bekannten Zusammen- 
fassungen von Jsenschmidt und Grafe. 

Viel Arbeit ist auch auf die Frage verwandt worden, ob auBer dem 
Nervensystem noch die Inkrete den Stoffwechsel der Leber beein- 
flussen kénnen. Die tiber diese Frage vorliegenden Untersuchungen 
sind, wie es bei der komplizierten Frage ja auch gar nicht anders zu 
erwarten ist, noch immer sehr widerspruchsvoll. 
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Einwirkung von Thyroxin auf den Sauerstoffverbrauch iiberlebender 
Leberzellen. 


Adler (7) zeigte, daB die Wirkung des Schilddriisenextrakts auc}, 
noch nach der Ausschaitung der zentralen Regulation, ja auch noc}, 
nach Ausschaltung der peripheren Sympathicusinnervation dure}; 
Ergotoxin vorhanden ist. Er nahm deshalb von dem wirksamen Schil:! 
driisenhormon eine periphere Wirkung an. Nach den vorliegenden 
Untersuchungen scheint diese Annahme eine allgemeine Auffassung 
geworden zu sein, es ist deshalb eigentlich tiberraschend, daB die Frage 
iiber die Einwirkung des Schilddriisenextrakts am iiberlebenden Gewelvw 
nur relativ wenig untersucht worden ist. Adler und Lipschitz (8) konnten 
als erste mit Hilfe ihrer Dinitrobenzolmethode zeigen, daB nach Zugabe 
von Schilddriisenextrakt zu feinyerteilter Froschmuskulatur die Ent. 
farbungszeit verkiirzt ist. Neuschloss (9) fand mit derselben Methode 
auch ein entsprechendes Verhalten des Lebergewebes. Rohrer (10) 
gibt an, daB ein Sauerstoffmehrverbrauch unter Einwirkung von 
Schilddriisensubstanz auch an den iiberlebenden Mausorganen mit 
dem Kroghschen Mikrorespirometer beobachtet wurde. Spiiter setzte 
dann Ahilgren (11) diese Untersuchungen mit seiner Methylenblau- 
methode systematisch fort. Auch er fand die Entfarbungszeit nach 
Zugabe von Thyreoidin verkiirzt bei der Froschmuskulatur, Meer- 
schweinchenleber, Herz, Linse und Niere. Die Steigerung der Reduktion 
zeigte sich schon bei einer Konzentration von 10—™, eine Hemmung 
trat ein, wenn die Konzentration 10~7 sich naherte. Keinen Einflui 
des Thyreoidins sah Ellinger (12), der mit der Warburgschen Method 
an roten Ganseblutkérperchen arbeitete. 

Der gréBere Teil unserer Untersuchungen wurde schon 1925 in 
Rostock ausgefiihrt. Summarisch wurde von (rafe (13) iiber diese 
Resultate, die wir damals hatten, schon berichtet. Eine ausfiihrliche 
Mitteilung unterblieb aber, da wir damals zu schwer deutbaren, ja 
sich zum Teil widersprechenden Resultaten kamen. Wir fanden namlich 
bei Zusatz von Schilddriisenextrakten, wie sie damals im Hande! 
waren, zwar eine sichere Steigerung der Sauerstoffzehrung, aber erst 
in relativ hohen Dosen. Ganz gegen unsere Erwartungen konnten wir 
bei den Untersuchungen mit dem uns seinerzeit von der Firma Schering 
zur Verfiigung gestellten reinen Thyroxin einen Sauerstoffmehrverbrauc! 
nicht konstatieren. Auf Grund dieser Ergebnisse nahmen wir anfangs 
an, da in den Extrakten, bei denen wir eine férdernde Wirkung sahen. 
bestimmte Amine, auf deren Gegenwart wir schon durch den Geruch 
gelenkt wurden, als wirksam anzusprechen seien. Diese Annahme 
schien auBerdem durch die Untersuchungen von Ld. Grafe (14), der 
die Sauerstoffzehrung der roten Gianseblutkérperchen durch Zusatz 
von Ammoniak und Aminen bedeutend steigern konnte, gerechtfertigt 
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Bei spateren Untersuchungen lieB sich diese Vermutung aber nicht 
bestatigen. Aus der inzwischen erschienenen Monographie von Ahigren 

tnahmen wir auBerdem, dab wir vielleicht auch mit zu hohen Kon- 
yentrationen des Thyroxins gearbeitet hatten. Wir haben daher die 
friheren Untersuchungen auf Grund der inzwischen gesammelten 
Erfahrungen, allerdings mit einem Thyroxin, das uns die Firma Laroche 
freundlicherweise zur Verfiigung stellte, erneut iiberpriift. Wir konnten 
wie aus der Tabelle I hervorgeht, jetzt auch mit dem reinen Thyroxin 
eine deutliche Steigerung des Sauerstoffverbrauchs finden. Die firdernde 
Wirkung fanden wir zwischen einer Konzentration von 10~* bis 107", 
eine Hemmung beobachteten wir bei einer Konzentration von l0~° 
Es erscheint damit die Annahme von Adler, dab dem wirksamen Schild. 
driisenhormon ein zellulirer Angriffspunkt zukommt, auch fir die 
Leber bei Verwendung der Warburgschen Methode erwiesen. Vor 
allem méchten wir hervorheben, daB die in Beziehung zum Gesamt- 
organismus an und fiir sich schon auffallend grobe Eigengewebsatmung 
durch das Schilddriisenhormon noch weiter gesteigert werden kann. 


Tabelle I. 


Wirkung des Schilddriisenhormons auf die Sauerstoffzehrung. 





n <p pe 
te ee | “sige [Sani 
ohne Zusatz mit Zusatz 

Meer- Gepufterte 

schweinchen Ringerlosung Thyreoglandol 19-' 6,6, 6,2 | 3,0, 5,0 
9 ” ® 10-5 +60, 58 8,8, 9,5 
7 . 10-* 6,0, 58 | 9.0, 84 
- » . 10-7 | 54, 50) 5,7, 49 
a * Thyroxin Scheering 10-° 6,2, 54 4,0, 3,5 
° a" 2 » 10-7 62, 54 64, 60 
Ratte " Thyroxin La Roche 10-5 87, 95 |) 4,8, 7,2 
” n » » ‘ 10-* | 9,8, 10,4 | 11,2, 12.5 
- n * e . 10 —- 9,8, 91 | 10,5, 13,0 
~ - ” ” © 10775; 9.8, 91 | 10,7, 11,0 
a ‘ . 7 ‘ 10-¢ || 8,7, 9,5 | 6,2, 5,0 


Die Einwirkung von Adrenalin auf die Sauerstoffzehrung iiberlebender 
Warmbliiterleberzellen. 


Nachst der Schilddriise ist es vor allem das Adrenalinsystem, das 
in deutlicher Weise die Intensitat der Verbrennungen wie die Korper- 
temperatur beeinfluBt. 


Schon 1903 konnte Belawenez (13) zeigen, daB nach Injektionen von 
sehr kleinen Adrenalinmengen der Gasstoffwechsel des Kaninchens erhéht 
wird. Gesichert ist bekanntlich der EinfluB dieses Hormons auf die GefaBe, 
nicht so sicher steht es betreffs der Einwirkung auf die SchweiBsekretion, 
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ganz unklar ist aber vorerst noch, wo die Steigerung der Verbrennu 
stattfindet. Bekanntlich nimmt man von den meisten Wirkungen des 
Adrenalins einen Angriff in der Peripherie an, am sympathischen Nerv: 
system, ja nach Asher (1. c) sogar an der hypothetischen neuroplasmat ise), 
Zwischenschicht. Es darf aber nicht iibersehen werden, daB von andere) 
Autoren, wie z. B. von Ott und Skott (1. c.), ein zentraler Angriffspunkt an. 
genommen wird, man spricht demnach auch von einem Angriffspunkt ji: 
Vorder- und Zwischenhirm. Aus den bekannten Wirkungen des Adrena!i;)s 
auf den Blutzucker hatte man anfangs auch gemeint, daB den Verbrauc}). 
stellen gréBere Mengen des wichtigsten Brennmaterials zur Verfiiguny 
gestellt wiirden und so ein Sauerstoffmehrverbrauch und eine Warmeme!}): 
bildung zustande kaime. Fiir die Warmebildung ist diese Vorstellung nac! 
den Untersuchungen von Freund und Marchand (l.c.) aber nicht mel: 
haltbar. Adler (l.c.) fand nun am winterschlafenden Igel mit Adrenalin 
dieselbe Wirkung wie mit Schilddriisenextrakten. Auch hier zeigte sic! 
eine deutliche Wirkung noch nach Ausschaltung des Zentralnervensystem. 
und nach Blockierung des Sympathicus durch Ergotamin. Masing (1. ¢.) 
fand den Gaswechsel der isolierten, mit defibriniertem Blute durchstrémten 
Kaninchenleber unter Adrenalin gehemmt. Als Ursache nimmt dieser 
Autor GefaéBspasmen an. Botthy und Sandiford (16) sehen mit Adler den 
Adrenalineffekt ebenfalls in einer allgemeinen chemischen Stimulation ces 
Zellstoffwechsels, es ist dieser Ansicht von verschiedenen Autoren, vor allen 
von Kramer, widersprochen worden. 

Martin und Armitstead (17) haben scheinbar als erste, allerdings mit 
durchaus nicht einwandfreier Versuchsanordnung, die Frage der Stoft 
wechselstimulation an isolierten Geweben gepriift. Aus der Mehrbildung 
von H-Ionen folgern sie, daB auch eine Mehrproduktion an Kohlenséur 
stattgefunden haben diirfte. Hutchinson konnte an ganzen Froschhinter- 
beinen durch Adrenalinzusatz keine Vermehrung des Gaswechsels erzielen. 
Den ersten eigentlichen positiven Befund hatten auch hier Adler und Lip- 
schitz (l. ec.) mit der Dinitrobenzolmethode bei Untersuchung von fein ve: 
teilter Froschmuskulatur. Diese Ergebnisse wurden unter Verwendung 
derselben Methode von Neuschloss (|. c.) und Canneyt bestatigt. Keinerlei 
Einwirkung bei einer Konzentration von 10-* bis 10—-* sah Ellinger 
(l.e.) bei Versuchen mit Géanseblutkérperchen. Yamakita fand eben 
falls keinerlei Steigerung, wohl aber eine Hemmung bei einer Konzen- 
tration von 10-*, Ahlgren (1. ¢.) fand sowohl bei Verwendung de 
Methylenblau- wie der Mikrorespirometermethode nach Thunberg einen 
Anstieg des Sauerstoffverbrauchs bei der Froschmuskulatur. Die Steigerung 
betrug etwa 18°. Der Muskulatur wurden in einigen Versuchen Zucke 
und Phosphatlésung zugesetzt. Das Optimum der Steigerung soll bei eine: 
Konzentration von 10—!' liegen. Eine Hemmungswirkung findet sich 
bei einer durchschnittlichen Konzentration von 10-°. Eine Steigerung 
sah Ahlgren auBerdem nach seinen Angaben auch an der Kaninchen- 
muskulatur, sowie dem Herz und Nierengewebe von Meerschweinchen, 
Lebergewebe scheint von diesem Autor nicht untersucht worden zu sein. 
Lesser (18) fand bei Untersuchungen iiber die Einwirkung des Adrenalins 
auf den Sauerstoffverbrauch der Speicheldriise keine Steigerung. 


Unsere ersten Versuche wurden ebenfalls schon 1925 angestellt. 
Schon damals konnten wir einen férderden Einflu8 des Adrenalins auf 
die Sauerstoffzehrung der tiberlebenden Leberzellen nicht nachweisen 
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Wir haben diese Untersuchungen erneut nachgepriift, vor allem bei 
noch geringerer Adrenalinkonzentration als friiher, und zum Teil auch 
unter Verwendung von Phosphat statt der urspriinglich gebrauchten 
Rhodeschen Lésung. Es gelang uns aber auch jetzt nicht, einen 
fordernden EinfluB des Adrenalins zu finden. Eine Hemmung sahen 
wir bei einer Adrenalinkonzentration iiber 10~°; Tabelle IL gibt iiber 
unsere Ergebnisse Auskunft. 


Tabelle 11. 
Einwirkung von Adrenalin auf die Sauerstoffzehrung. 





Suspensions Sauerstoffverbrauch 
- = - P Ad Nine berechnet fur 1 mg Trockengewicht 
Tier flussigkeit en und 1 Std 
Pu ohne Zusatz mit Adrenalin 
Rhodetliassigkeit 
Ratte 6,8 10-8 9.4, 10.0 7.2, 6.4, 6.8, 8.0 
Meerschw. 7.0 10-5 5.9, 5.0 3.0, 32. 4.0 
Ratte 7.0 10-4 8.8, 9.5 7.0, 7.2 
Meerschw. 6.8 10-* 62, 54 4.0, 2.8, 3,7 
Ratte 7.0 107° 7.8, 8.6 7.4, OS. 7.6 
Meerschw. 7,0 10-6 95. 9.0 8.5. 84 
Phosphat 
Ratte 7,0 10-* 8,2, 88 8,8, 9.1 
Rhodetiliissigkeit 
7.0 10-7 92. 90 8.3, 8.6 
Phosphat u. Zucker 
9 7.0 107" 89, 9.5 8.9, 85 
Phosphat 
. 7 10-5 19.2, 9.0 9,5, 9.8, 9,0 
i 7.0 107"! 9.0, SS 9,0, 9,7, 8,7 
7.0 107-8 S.8. 9.0 8.7. 9.0. 8.7 


Einwirkung von Insulin auf die Sauerstoffzehrung iiberlebender Leberzellen. 

Von allen Hormonen besitzen wir bisher nur das der Nebenniere 
und wahrscheinlich auch das der Schilddriise in chemisch reiner Form 
Wenn es bisher auch nicht gelang, den wirksamen Bestandteil der 
Bauchspeicheldriise chemisch zu charakterisieren, so darf man aber 
trotzdem annehmen, da} wir ziemlich reine Priiparate besitzen, denen 
andersartig wirkende Substanzen jetzt in gréBerer Menge nicht mehr 
beigemengt zu sein scheinen. Bei der Entdeckung des Insulins hatte 
man gehofft, da es nun auch bald gelingen werde, die Ursache 
der Zuckerkrankheit kennenzulernen, zumal durch die Auffindung 
des Hormons die klassischen Arbeiten von Mehring und Minkowski 
weitergefiihrt erschienen. Schon Minkowski hatte immer wieder betont 
daB man beim Diabetiker mit einer Oxydationsstérung des wichtigsten 
Brennmaterials, des Zuckers rechnen miisse. Fiir diese Annahme 
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sprachen auch die ersten Arbeiten der Torontoer Forscher. Bald alyer 
erschien eine Reihe von Untersuchungen, die zu gegenteiligen Erge}) 
nissen kamen. 

Bei den Untersuchungen an Geweben berichteten zuerst Ahlgren (1. «.) 
und nachher auch Biichner und Grafe (19), daB sie eine Steigerung der 
Oxydation gefunden hatten. Keinerlei EinfluB sah Rosling (20) bei Ver. 
suchen mit Menschen- und Hundemuskulatur. Azuma und Hartree (21) 
fanden keine Vermehrung der Warmeproduktion von Froschsartorien, 
zu negativen Resultaten kamen auch am Muskel Cloedt und Canneyt (22), 
die mit der Dinitrobenzolmethode arbeiteten, und Meyerhof mit der Warburg. 
schen Methode. 


Wir wurden zur erneuten Uberpriifung der Frage, ob das Insulin 
auf die tiberlebenden Leberzellen im Sinne einer Stimulation des Sauer. 
stoffverbrauchs wirke, gefiihrt, als wir 1925 daran gingen, andere Ein- 
wirkungen des Insulins in Verbindung mit den Warburgschen Methoden 
zu untersuchen (23). Zu unserer Uberraschung fanden wir unter Insulin 
am Lebergewebe keinerlei Oxydationssteigerung. Wie wir dann spiter 
sahen, fand auch Ahigren (l.c.) selbst nur am Lebergewebe keine 
Steigerung. Wir haben trotzdem auch jetzt nochmals die Wirkung 
des Insulins bei viel starkerer Verdiinnung, bei Zusatz von Zucker 
und Phosphat, untersucht. Unsere Befunde bleiben dieselben. Bei der 
Untersuchung des Sauerstoffverbrauchs,tiberlebender Warmbhiterleber. 
zellen findet sich unter Insulin keinerlei Steigerung des Sauerstoff- 
verbrauchs. Vielleicht hangt dies damit zusammen, daB die Haupt- 
veranderungen unter Insulin sich gar nicht in der Leber abspielen 
Aus Tabelle III sind unsere Ergebnisse mit Insulin zu ersehen. (raj: 
(l.c.) nimmt an, daB seine friiheren andersartigen Befunde eventuell 
auf Beimengungen zuriickzufiihren sind, die den damals in den Hande! 
gebrachten Insulinpraparaten anhafteten. Diese Annahme findet in 


Tabelle III. 


Einwirkung von Insulin auf den Sauerstoffverbrauch iiberlebender Leber- 











zellen. 

a ——y yey, 
ins C t J B . 
Tier Suspensionsiidesigheit | ,,cnetliee || “"“sewicht und 1Sta. 
ohne Insulin mit Insulin 
Ratte Ringer 10-5 9,7, 9,2 8.7, 8,0 
Meerschw. Ringer und Zucker 10-8 5,6, 5,0 5,2, 5,6 
Ratte Rhodeflissigkeit 10-5 10,1, 92 97, 9.6 
Meerschw. Rhodefl. und Zucker 10-5 6.2, 47 5.8, 6,5 
Ratte Phosphat 10-7 8,7, 82 8,6, 84 
“ 10-1 8.6, 88 8.0, 88 
* Ringer 10-13 94, 10,2 10,1, 9.7 
e Ringer und Zucker 10-8 9.5, 10,0 92, 98 
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kiirzlich erschienenen Mitteilung von Virtanen (28) eine Stiitze. 
[neser Autor hatte mit den ersten in den Handel gebrachten Praparaten 
gefunden, daB die Cozymase der Milchsaurebakterien durch Insulin 
ersetzt werden konnte, jetzt teilt er dagegen mit, dab die zur Zeit im 
Handel befindlichen Praparate die gewaschenen Trockenbakterien nicht 
mehr aktivieren kénnen. 


Zusammenfassung. 


Reines Thyroxin, erhalten von der Firma La Roche, bewirkt, wie 
auch die noch im Handel befindlichen Schilddriisenextrakte, eine 
Steigerung des Sauerstoffverbrauchs tiberlebender Leberzellen. Bei 
Zusatz von Adrenalin fand sich, sobald die Konzentration 10~* iiber- 
schritten wurde, eine Hemmung der Sauerstoffzehrung, eine Stimulation 
des Sauerstoffverbrauchs war auch bei den geringsten Konzentrationen 
nicht vorhanden. Insulin bewirkt in hoher Konzentration eine Schadi- 
gung der Gewebsatmung, eine Steigerung der Atmung der iiber- 
lebenden Leberzellen lieB sich durch Insulin niemals beobachten. 
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Uber den EinfluS verschiedener Priparate der Chiningruppe 
auf die fermentativen Funktionen des Organismus. 


IX. Mitteilung!: 


Der Einflu8 des Chinins auf die Dynamik des Umsatzes der Kohlehydrate 
und Fette. 


Von 
I, A. Smorodinzew. 


(Aus der chemotherapeutischen Abteilung des Tropeninstituts des Volks- 
kommissariats fiir Gesundheitswesen in Moskau.) 


(Eingegangen am 3. April 1928.) 


Das Chinin gehért zu den beliebtesten Priparaten, die eine An 
wendung bei verschiedensten physiologischen und pharmakologischen 
Untersuchungen finden. Uber die Frage nach der Einwirkung des 
Chinins auf die fermentativen Vorginge bestehen in der Literatur 
zahlreiche vereinzelte Versuche und eine grobe systematische Ab 
handlung von Laqueur®, die éfters zitiert wird; zu einer genaueren 
Analyse der Einwirkung des Chinins auf die Dynamik des Stoffwechsels 
und auf die Fermente, insbesondere vom physikalisch-chemischen 
Standpunkte, ist es jedoch nicht gekommen. 

Die Erforschung der Einwirkung von Giften im allgemeinen und 
von Chinin insbesondere auf die Fermente hat zweierlei Ziele im Auge 
einerseits kann die Analyse dieser Erscheinungen eine Vorstellung 
von der Natur der Fermente und vom Mechanismus ihrer Wirkung 
liefern, andererseits gelingt es uns auf diese Weise der Klirung der 
Dynamik verschiedener Arzneistoffe im lebendigen Organismus naher 
zutreten, was fiir die Chemotherapie von groBber Bedeutung ist. 

Das Chinin als allgemeines Zell- und Protoplasmagift, in groBen 
Dosen verabfolgt, unterdriickt die Lebensfunktionen und hemmt 


1 VIII. Mitteilung: J. A. Smorodinzew, diese Zeitschrift 195, 1, 1928 
2 E. Laqueur, Arch. f. exper. Pathol. 55, 252, 1906. 
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iige fermentative Vorgainge; die Empfindlichkeit verschiedener 
Fermente dem Chinin gegeniiber ist von verschiedenem Grade, so daB 
das Chinin sozusagen spezifisch wirkt: manche Fermente werden 
vehemmt, wahrend die Kinetik anderer zuweilen sogar beschleunigt 
wird. Dieser Unterschied in der Einwirkung auf verschiedene Fermente 
kann vom Standpunkte der Bedingungen der Dissoziation des Ferments 
und des Alkaloids erklart werden. Manche Fermente besitzen eine 
maximale Aktivitaét in saurem Milieu, andere in alkalischem. Das 
Chinin besitzt zwei Dissoziationskonstanten A, = 1,08.107° und 
K, = 2,0.107"*. Dementsprechend wechselt auch der Grad seiner 
Aktivitaét je nach dem py des Milieus. 
Das Chinin wirkt nicht nur in dieser oder jener Richtung auf den 
Verlauf des fermentativen Prozesses selbst ein, sondern es tibt gleich- 
falls einen EinfluB auf die Absonderungstatigkeit der Driisen aus. 


In kleineren Dosen verstarkt Chinin gewéhnlich die Sekretion der 
Verdauungssafte wie auch die Konzentration der Fermente in den letzteren 
und beschleunigt die Darmperistaltik, in gréBeren Dosen iibt Chinin auf 
diese Funktionen eine hemmende Wirkung aus'. Eine Dosis von 0,4 ¢ 
Chinin setzt die Ausscheidung des Magensaftes beim Hunde herab?, ver- 
starkt jedoch die Sekretion des Pankreassaftes*. Im Gegensatz zu friiheren 
Angaben, laut denen die Galleabsonderung von Chinin gehemmt wird, 
konnten Smith und Whipple nach Einspritzung von 0,135 bis 0,182 g Chinin 
intravenéds bei einem Hunde mit einer ‘Gallenfistel keinen EinfluB auf 
diesen ProzeB feststellen*. Chinin, gleichzeitig mit Sekretin dem Hunde 
intravenés eingefiihrt, setzt die Gesamtmenge des Pankreassaftes und 
seinen Gehalt an Fermenten (Amylase, Lipase und Trypsin) wie auch die 
Menge des Sekretins im Darm des Hundes herab®. 


a) Kohlehydratspaltende Fermente (Carbohydrasen). 


Nach den Beobachtungen von Nasse® ist die Invertase gegeniiber dem 
Chinin sehr empfindlich; ihre Wirkung wird in Gegenwart von 0,1°, und 
sogar 0,06°, Chinin im Milieu gehemmt’, nach Rona tritt die hemmende 
Wirkung des salzsauren Chinins bereits bei einer Konzentration von 0,001 % 
und steigt mit fallender H’-Konzentration ; sie ist von der Temperatur und 
der Konzentration des Ferments und Substrats (Rohrzucker) unabhangig. 
Optochin und Eucupin wirken ebenso wie Chinin, wahrend Chinidin und 
Vucin fast doppelt so stark wirken*. Kombiniert man die Wirkung von 
Chinin auf Invertase mit der Wirkung von narkotisierenden Stoffen, so 


* J.M. Kolthof/, diese Zeitschr. 162, 289, 1925. 

1 E. Ladisch, Diss. Greifswald 1914. 

2 L. Klockmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 80, 17, 1912. 

3 4A. Benedicenti, Giorn. R. Ac. Torino 67, 467, 1904. 

4 F.S. Smith und G. H. Whipple, Journ. of biol. Chem. 59, 655, 1924. 
5 J. Kaulbersz, Physiol. Ber. 32, 683, 1925. 

® O. Nasse, Pfliigers Arch. 11, 160, 1875. 

7 H. Baum, Diss. Rostock 1892; Laqueur, |. c. 

& P. Rona und E. Bloch, diese Zeitschr. 118, 185, 1921. 
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ist der erzielte Effekt schwacher als die Summe der einzelnen Wirkunge: 
Nach Euler iibt das schwefelsaure Chinin (0,015°,) eine sehr schwac} 
hemmende Wirkung auf die Invertase* bei einem fiir sie optimalen py. Dic 
sich widersprechenden Beobachtungen von Rona und Euler veranlasse), 
zu neuen Versuchen, um so mehr, als im vorliegenden Falle beide Ve; 
fasser die gleiche polarimetrische Methode angewandt hatten. 


Auf die Maltase iibt das Chinin keine Wirkung aus’. 


Amylase. Nach den Angaben von Nasse*® beschleunigt eine 0,1 © vive 
Lésung essigsauren Chinins die Wirkung der Speichel- und Pankreas 
amylase; Cavazzani* beobachtete eine Aktivitétszunahme der Amylas: 
des Speichels und des Blutes unter Einwirkung von 0,4°, schwefelsauren 
Chinins in saurer Lésung. Binz® bestreitet die Einwirkung des Chinins 
auf das Ptyalin. 

Dekokte der Chinarinde verstarken die amyloklastische Wirkung des 
Pankreassaftes, dank ihres Gehaltes an Chinin.* Die Cinchonaalkaloicde 
schwachen die Einwirkung von Pankreatin auf Starke in einer Konzentrat ion 
1 ; 200 bis 1 : 5000 auf 3 bis 39°, ab; bei einer Konzentration von 1 : 500000 
verstarken sie seine Wirkung auf 2 bis 12°,; Chinamin iibt keinen Einflu!: 
auf Amylase aus’. 

Wird die beschleunigende Wirkung des Chinins fiir 100 angenommen, 
so erweist sie sich fiir Chinidin 128, fiir Cinchonidin = 134, fiir Cin 
chonin = 135*. 

Auf die Leberamylase iibt salzsaures Chinin in 0,12°,iger Konzentration 
eine hemmende Wirkung aus, im iiberlebenden Organ® als auch in aus 
diesem angefertigten Ausziigen®. Die Verfasser nehmen an, daB es sich 
hier um die Einwirkung des Alkaloids auf das Zellplasma, nicht aber aut 
das Ferment handelt. Desgleichen soll die Aktivitaét der Harnamylase in 
Anwesenheit von schwefelsaurem Chinin herabgesetzt werden". 


Goebel" konnte keinen EinfluB einer n/100 (0,4°,igen) Lésung salz 
sauren Chinins auf die Takadiastase bei stiindiger Digerierung ohne Starke 
wahrnehmen, fand aber eine Verlangsamung der Verzuckerung von Stark: 
durch dieses Ferment in Gegenwart einer gleichen (alkoholischen) Lésung 
freien Chinins. 


1 P. Rona, J. Airila und A. Laznitzki, diese Zeitschr. 130, 582, 1922 
2? H. Euler und O. Svanberg, Fermentforsch. 4, 29, 1920. 
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. Binz, Eulenbergs Enzykl. 3, 178, 1880. 
Foschini, Boll. se. med. Bologna 8, 235, 1925. 
N. Chopra, Ind. Journ. med. res. 15, 343, 1927. 

* G.M. Piccininni, Arch. int. pharm. 82, 225, 1926. 

8 E. Cavazzani, Arch. f. Phys. Suppl. 1899, 8. 105; K.S. Iwanow, 
Zuckerbildung in der iiberlebenden Leber, Diss. St. Petersburg 1905; Cl. f. 
Phys. 19, 891, 1906. 

* F. Pick, Hofmeisters Beitr. 3, 174, 1902. 

10 FE. Dubourg, Ann. Past. 3, 303, 1899; E. Duclaux, Mikrobiol. 2. 
§ 314, 1900. 

1 R. E. Goebel, Uber den Einflu8 einiger Alkaloide und ihrer Salze aut 
die Wirkung der diastatischen Fermente, Diss. St. Petersburg 1905, russisch 
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Salzsaures Chinin in einer Konzentration von 0,02°, aktiviert die 
Hydrolyse von Starke durch Malzamylase, die maximale Aktivierung wird 
he: 0,32 bis 040°, erreicht'!. 


Somit erzeugt das Chinin nach den Angaben der zitierten Ver- 
fasser eine beschleunigende Wirkung auf die Amylase des Speichels, 
Blutes, Pankreassaftes und Malzauszuges, hemmt aber die Wirkung 
der Leber- und Harnamylase und der Takadiastase. Es ist anzunehmen, 
daB diese Diskrepanz der Beobachtungen nicht auf den Unterschied der 
Natur der erwihnten Fermente, sondern vielmehr auf die Versuchs- 
bedingungen, und vor allem vielleicht auf die Reaktion des Milieus 
zuriickzufiihren ist. Es ist ebenfalls méglich, dab der Unterschied in 
den Beobachtungen vetschiedener Verfasser durch die Kompliziertheit 
der Amylase zu erkliren ist; einige Untersucher bestimmten die 
reduzierende Fahigkeit nach der Fermenteinwirkung und fanden eine 
Hemmung vor; wir urteilten auf Grund der Erythrodextrinreaktion 
und fanden eine beschleunigende Wirkung des Chinins in Konzentrationen 
von 0,01 bis 0,5°,*. Es liegt nichts AuBergew6hnliches darin, daB das 
Chinin verschiedenartig auf diese beiden Phasen der Starkespaltung 
einwirkt, indem es einerseits die Funktion der eigentlichen Amylase 
dextrinbildendes Ferment) beschleunigt und die Zuckerbildung (die 
Funktion der Dextrinase) hemmt. Diese Vermutung bedarf einer 
experimentellen Nachpriifung, die vorzunehmen wir die Absicht haben. 


Laut unseren Beobachtungen verstarkt Chinin die Amylasewirkung 
nicht nur in vitro, sondern auch in vivo; bei Malariapatienten verstarkt 
sich unter dem EinfluB der Chininbehandlung die amyloklastische 
Kraft des Harns und des Speichels?. 


b) Fettspaltende Fermente (Esterasen). 


Lipase. Seit den Versuchen von Rona wird die Einwirkung des Chinins 
auf die Lipase 6fter als auf andere Fermente gepriift. Laqueur* hat augen- 
scheinlich als erster die Einwirkung des Chinins auf die Lipase des Magen- 
saftes nachgepriift und gefunden, da8 die Spaltung des Fettes des Eigelbs 
in Gegenwart von 0,01°%, salzsaurem Chinin gehemmt wurde, obgleich 
sogar eine 2°,ige Lésung eine vollstandige Hemmung des Prozesses hervor- 
zurufen nicht imstande war. Eine hemmende Wirkung auf die Spaltung 
des Tributyrins durch diese Lipase ist sogar in Gegenwart von 0,00003 °, 
schwefelsauren Chinins festgestellt worden*. In ahnlicher Weise wirken 
Chinidin, Optochin, Eucupin und Vucin, die entsprechend der Konzent ration 


1 A. Celata, Arch. farm. sper. 40, 81, 1925. 

* J. A. Smorodinzew und A. S. Nowikow, diese Zeitschr. 140, 12, 1923; 
Russ. Phys. Zeitschr. 6, Lief. 4/6, 59, 1924. 

2 A. A. Gasasjanz, Russ. Zeitschr. f. trop. Med. 5, 624, 1927. 

8’ E. Laqueur, Arch. f. exper. Pathol. 55, 249, 1906. 

4 P. Rona und M. Takata, diese Zeitschr. 134, 118, 1922. 
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und dem Dissoziationsgrad am starksten bei py = 8,0 wirken. Salzsauros 


Chinin in einer Konzentration von 0,00002°, hemmt die Spaltung . 
Tributyrins durch die Lipase des normalen Menschenserums'!, des Pankrea- 
saftes und des Auszuges aus der menschlichen Pankreas, wie auch <«: 
Fistelsaftes des Hundes*, der Milz-*, Darmwand- und Hiihnereiausziige ' 
Tausendfach starkere Chininlésungen (0,02°,ig) tiben keine Wirkung ai 
die Lipase der roten Blutkérperchen®, Leber®, Lunge, Niere’, des mensc} 
lichen Harns*, des Gehirns*, der Organe der inneren Sekretion, der Sehi|d 
driise™, der Nebennieren™, der Hypophyse, des Thymus, der Hode: 
Ovarien, der Corpora lutea'*, der Placenta™, der Brustdriise der Frau! 
der Frauenmilch™, des Fettgewebes", der Haut '® und der Takadiastase '” 
(Nach Rona und Ammon iibt das Chinin auf das letzte Ferment eine her, 
mende Wirkung aus ".) 


Die Lipase des Menschen- und Hundeserurms ist 100- bis 1000ma 
empfindlicher Chinin gegeniiber im Vergleich mit der Serumlipase de: 
Katze, des Kaninchens, Meerschweinchens' und der Kréte®’; in diese: 
Hinsicht besteht kein Unterschied zwischen den Herbivoren und den 
Carnivoren®'. Die Hodenlipase ist im Gegensatz zu der Ovarienlipase den, 
Chinin gegeniiber empfindlicher’*. Macco unterscheidet im Hundeserun, 
zwei Lipasen; eine chininresistente, aber thermolabile, die andere ist meh: 
thermostabil aber chininempfindlich®. Nach Amaki ist die Pankreasesterase« 
ebenfalls mehr thermostabil als die Lipase; das Serum hemmt die Wirkung 
der Esterase, begiinstigt aber die Lipase. Gifte (Chinin, Atoxyl u. a.) 


1 P. Rona und D. Reinicke, diese Zeitschr. 118, 215, 1921; T’. Azuma, 
Journ. of biochem. 4, 239, 1924. 

* P. Rona und‘ R. Parevitch, diese Zeitschr. 134, 108, 1922. 

*¥. Krémmecke, Klin. Wochenschr. 2, 1604, 1923. 
T. Koga, diese Zeitschr. 141, 430, 1923. 
H. Simon, Zeitschr. f. exper. Med. 39, 407, 1924. 
P. Rona und R. Pavilovitch, diese Zeitschr. 130, 225, 1922. 
P. Rona und H. E. Haas, ebendaselbst 141, 222, 1923. 
E. Bloch, Klin. Wochenschr. 2, 1318, 1923. 
Takasaka, diese Zeitschr. 184, 390, 1927. 

© H. Herzfeld und W. Engel, ebendaselbst 151, 310, 1924. 

1 M.N. Tscheboksarow und S.J. Malkin, Klin. Wochenschr. 6, 1472. 
1927. 

2 EF. Herzfeld und W. Engel, diese Zeitschr. 160, 172, 1925. 

18 K. Maeda, ebendaselbst 148, 347, 1924; F. Clauser, Riv. ital. gineco! 
4, 115, 1926; Physiol. Ber. 36, 321. 

™ R. Tateyama, diese Zeitschr. 163, 297, 1925. 

1 H. Beumer, Zeitschr. f. Kinderheilkde. 38, 593, 1924. 

16 Beumer, |. c.; Y. Yamasaki, diese Zeitschr. 147, 203, 1924; J. Woh/ 
gemuth und Nakamura, diese Zeitschr. 175, 216, 1926. 

Vv J. Ogawa, ebendaselbst 149, 216, 1924. 

18 P. Rona und R. Ammon, ebendaselbst 181, 49, 1927. 

’ P. Rona und D. Reinicke, ebendaselbst 118, 213, 1921. 

2 J.Oyama und S. Hiwatari, Verh. d. jap. Ges. f. inn. Med. 1926, S. 97 
Physiol. Ber. 42, 733. 

21 A. Kudrjawzewa, Fermentforsch. 9, 139, 1927. 

22 G.di Macco, Riv. di pathol. sper. 1, 448, 1926; Physiol. Ber. 41, 
123. 
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wirken verschiedenartig auf beide Fermente!. Die Serumlipase unterscheidet 
sich von der Pankreaslipase nicht nur in ihrem Verhalten Atoxy! gegeniiber 
und ihrer gréBeren Chininempfindlichkeit nach*, sondern ebenfalls durch 
ihre Unadsorbierbarkeit durch Cholesterin und seine Ester*. Nach Woddl- 
cmuth hangt die Resistenz der Hautlipase dem Chinin gegeniiber nicht 
von den spezifischen Eigenschaften des Ferments, sondern von der An- 
wesenheit begleitender Stoffe, welche auf dem Wege der Dialyse entfernt 
werden kénnen. 

Die Lipasen des Pankreas, der Leber und des Serums, nach W illstdtter 
vereinigt, verhalten sich zum Chinin ebenso wie die Ausgangsausziige ', 
jedoch wird ihre Chininempfindlichkeit nach der Reinigung erhdéht *; nach 
\ufbewahrung der Leberlipase in Pulverform im Laufe einiger Monate 
wird sie Chinin gegeniiber viel resistenter und kann sogar von ihm aktiviert 
werden*®. Der Glyzerinauszug aus Pankreas ist chininunempfindlich, 
wird aber Albumin hinzugefiigt, so wird die Lipasewirkung stark gehemmt. 
Es folgt daraus, daB die Einwirkung von Giften auf Fermente 6éfters in 
betrachtlichem Grade von den begleitenden Stoffen abhangt >. 

Cinchonin und Cinchonidin wirken gleich hemmend auf die Lipase des 
Meerschweinchenserums, treten jedoch in dieser Hinsicht Chinin und 
Chinidin gegeniiber zuriick’. 

Die intravenése Einspritzung von 30 bis 85 mg Chinin pro 100 cem Blut 
ist von keinem Einflu8 auf die tributyrinspaltende Fahigkeit des Serums, 
wahrend dieselbe Chininmenge in vitro die Lipasewirkung paralysiert. Das 
weist darauf hin, daB das Chinin schnell aus der Blutzirkulation aus- 
geschieden wird*, so da8 im Blute eine sehr geringe Menge iibrigbleibt, die 
keine Hemmung auszuiiben imstande ist’. ‘ 

Die Einspritzung von Chinin ins Blut ist von keinem Einflu® auf den 
Esterasegehalt des Serums'®. Nach Salvarsaninjektionen erscheint im Blute 
eine chininresistente Lipase, infolge der Leberschadigung"', vielleicht auch 
anderer Organe'®. Die Resistenz der Gewebelipasen Chinin gegeniiber im 
Gegensatz zur Empfindlichkeit der Serumlipase veranlaBte manche Ver- 
fasser zur Vermutung, daB diese Reaktion fiir die Diagnostik von Hepa- 
titiden und Nephritiden’ ausgenutzt werden kénnte. Laut den Anschau- 


1 J. Amaki, Tohoku Journ. exper. med. 8, 146, 1926. 

2 K. Gyotoku, Proc. imp. acad. Tokyo 8, 368, 1927; Physiol. Ber, 48, 137. 

% V. Jedlitka, Zeitschr. f. exper. Med. 47, 534, 1925. 

‘ P. Rona und H. Petow, diese Zeitschr. 146, 144, 1924. 

5 R. Willstdtter und F. Memmen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1388, 
245, 1924. 

® K. Gyotoku, Proc. imp. acad. Tokyo 3, 368, 1927; Physiol. Ber. 48, 137. 

7 P. Rona und R. Ammon, diese Zeitschr. 181, 49, 1927. 

8 J. A. Smorodinzew, XXIV. Mitteilung tiber das Chinin, Russ. Zeitschr. 
f. trop. Med. 6, 73, 1928. 

® L. Avellone und G. Damiani, Riv. path. sper. 1, 193, 1926; Chem. Abs. 
21, 3233. 

0 T. Azuma, Journ. of biochem. 4, 239, 1924. 

1 4, Kartamischew, Arch. Dermat. Syph. 147, 100, 1924. 

2 W. B. Meyer und F. Buschke, Klin. Wochenschr. 6, 987, 1927. 

SP, Rona, H. Petow und H. Schreiber, Klin. Wochenschr. 1, 2366, 1922; 
Marcus, ebendaselbst 2, 1356, 2366, 1923; H. Simon, ebendaselbst 3, 674, 


1924. 
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ungen dieser Forscher muB im Blute eine chininresistente Lipase bei de, 
jenigen Lebererkrankungen auftreten, bei welchen ins Blut Gallenbestan:| 
teile iibergehen; dasselbe muB bei schweren Nephritiden im Gegensatz 2), 
leichteren Formen stattfinden. 2mg Chinin auf 3cem Serum gesunde: 
oder kranker Menschen mit ungeschaidigten Nieren und Leber hemme 
volistandig die Lipasewirkung, wahrend diese Chininmenge keinen Einf}v); 
auf die Nierenlipase ausiibt'. Die Menge der chininresistenten Lipase ver 
gréBert sich bei Nephritiden im Urin? und bei Lebererkrankungen ji, 
Serum*. Andere Verfasser bestreiten die diagnostische Bedeutung diese: 
Reaktion, da die experimentell geschidigten Organe des Hundes (Ve 
giftung, Réntgenstrahlen, Unterbindung der Gallenwege) keine Lipas: 
ins Blut abgeben*, wahrend andererseits chininresistente Lipasen in, 
Serum bei verschiedenen Erkrankungen ®, z. B. bei Leukaémie und perniziése: 
Anaémie*®, und auBerdem die Lipasen keineswegs organspezifisch sind’. 
Bei psychischen Erkrankungen entstehen im Blute chininresistente Lipasen 
unabhangig von der Ursache der Erkrankung. Manchmal erscheint dic 
Leberaffektion als Ursache der Nervenstérungen, in anderen Fillen ent 
steht die Leberschaidigung sekundar, oder beide Prozesse werden dure}; 
dieselbe Ursache hervorgerufen, so daB die Bestimmung der Lipase keinen 
Anhaltspunkt fiir die Unterscheidung der endogenen Psychosen von den 
exogenen erlaubt’. Bei Malaria tertiana tritt ins Blut eine chininresistent: 
Lipase tiber (augenscheinlich aus der Leber)’. 

Fast simtliche Beobachtungen iiber die chininresistenten und chinin- 
emptindlichen Lipasen sind auf dem Wege der Stalagmometrie gemacht 
worden. Uber diese Methode hat sich noch Davidsohn geaiuBert, daB sie 
keine richtige Vorstellung von, der wirklichen Fettspaltung ergibt, vielmehr 
nur fiir eine vergleichende Bestimmung der Verseifung der einfachsten 
Ester™ benutzt werden kann; bei geringen Spaltungen fiihrt diese Method: 
zu groBen Fehlern (Willstdtter) und manche Autoren halten sie fiir un- 
tauglich"'). 


Die in unserem Laboratorium auf dem Wege der Laugetitration 
der aus dem Triacetin unter der Einwirkung der Pankreaslipase ab- 
gespaltenen Saure erzielten Angaben zeigen, daB im Gegensatz zu 
anderen Substraten die Spaltung des Triacetins in Gegenwart von 
0,2 bis 0,05 °, salzsauren und 0,013 bis 0,026 °,, schwefelsauren Chinins 


1 H. Petow und H. Schreiber, Klin. Wochenschr. 2, 1243, 1923. 
’ E. Bloch, Klin. Wochenschr. 2, 1318, 1923. 
’ T. Akiyama, Verh. d. jap. Ges. f. inn. Med. 1926, S. 28; Physiol. Ber. 
42, 695. 
* F. Krémmecke, Klin. Wochenschr. 2, 1604, 1923; Arch. f.exper. Pathol. 
100, 77, 1923. 
5 H. Simon, Deutsch. med. Wochenschr. 49, 506, 1923. 
® Derselte, Zeitschr. f. exper. Med. 39, 407, 1924. 
7 Derselbe, Klin. Wochenschr. 5, 2443, 1926. 
* P. Biichler, Monatsschr. f. Psych. Neur. 57, 127, 1924. 
® J. N. Dimitrijewic, Wien. Arch. f. klin. Med. 9, 499, 1925. 
10 H. Davidsohn, diese Zeitschr. 45, 284, 1912; O. Olsen und K. Goethe. 
ebendaselbst 112, 188, 1920. 
11 N. Wwedenski und P.J. Dobrowicki, ebendaselbst 188, 448, 1927 
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beschleunigt und bei Hinzufiigung § einer Doppel-Chininharnstoff- 
verbindung (0,16 bis 0,6°,) salzsauren und salpetersauren Harnstoffs 
0.07 bis 0.2°,) gehemmt wird, wahrend freier Harnstoff von keiner 
Wirkung ist. Dieser Effekt hiangt von den Kationen wie auch von den 
Anionen der untersuchten Praparate ab; die beschleunigende Wirkung 
des Alkaloids wird in Gegenwart von SO; verstarkt'. Die Geschwindig- 
keit der Triacetinhydrolyse in Gegenwart von Chinin wie auch in seiner 
Abwesenheit unterliegt dem Gesetze der monomolekularen Reaktionen: 


K le teeen 
t a—z 

Aber die Geschwindigkeitskonstanten sind fiir die starkeren 
Triacetinkonzentrationen (3 bis 5°.) ceteris paribus bedeutend kleiner 
als fiir die schwacheren (0,5 bis 1°,)?. 

Um tiefer in das Wesen der Einwirkung des Chinins auf die Lipase 
einzudringen, bemiihten wir uns, die Rolle der aktuellen Konzentration 
des Milieus bei diesem Vorgang zu kliren. Das Gemisch von Triacetin, 
Extrakt und Chinin, mit dem wir zu tun hatten, war auch ohne Puffer- 
zusatz ziemlich gut gepuffert, da im Laufe einer vier- bis fiinfstiindigen 
Verseifung des Esters das py des Milieus durchschnittlich auf 0,7 
verschoben wurde; bei Hinzufiigung von Puffer verschiebt sich das py 
im Laufe desselben Zeitabschnittes um 0,5 nach links., Die Versuche 
mit Puffergemischen zeigten uns, daB bei py = 4,8 bis 6.8 und in An- 
wesenheit von Chinin die Hydrolyse um 15°, beschleunigt wird; bei 
pa == 8,0 wird sie um dieselbe GréBe verlangsamt. Nach P. Rona und 
(yotoku® wird die Wirkung ungereinigter Lipase aus dem Magen in 
Gegenwart von Chinin bei py = 6,1 um 8,2, beschleunigt, bei py — 6,98 
um 19°; auf gereinigte Lipasepriparate ibt Chinin im Gegensatz eine 
hemmende Wirkung aus, bei py = 6,0 um 45°, bei py = 7.0 um 
50 bis 70°. 

In diesen Versuchsbedingungen verandern die Chininsalze fiir 
sich die Reaktion des Milieus bei der Lipasebestimmung kaum, darum 
muB die Beschleunigung des Prozesses im sauren Milieu dem Einflub 
des Chininpraparats und nicht der Verinderung des py des Milieus 
zugeschrieben werden. Desgleichen ist anzunehmen, dab die Ver- 
zogerung der Hydrolyse im alkalischen Milieu durch das freie Chinin 
hervorgerufen wird, da py = 8,0 im Bereich des Optimums der Lipase- 
wirkung liegt. Die hemmende Wirkung des salpetersauren Harnstoffs 
wird dadurch bedingt, daB diese Verbindung das py bis 3 verschiebt ; 


1 J. A. Smorodinzew und V.A. Danilow, diese Zeitschr. 161, 108, 1925. 


® Diesclten, ebendaselbst 164, 394, 1925. 
8 P. Rona und Gyotoku, ebendaselbst 167, 171, 1926. 
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im gepufferten Milieu, saurem wie auch alkalischem, tibt dieses S.|\, 
keine Wirkung auf den Verlauf der Spaltung des Triacetins durch «i 
Pankreaslipase aus; deshalb muB auch der verzégernde EinfluB de; 
Doppelverbindung Chinin-Harnstoff der durch diese Verbinduny 
verursachten starken Verschiebung der Reaktion des Milieus nach de; 
sauren Seite hin zugeschrieben werden. 

Die Reaktion des Milieus verandert nicht nur den Charakter de: 
Einwirkung des Praparats auf die Dynamik des fermentativen Prozesses 
sondern auch seine Kinetik: im sauren Milieu verlauft die Hydroly se 
des Triacetins nach dem Gesetz der monomolekularen Reaktionen, im 
alkalischen Milieu scheint die Schiitz- Borissowsche' Regel am passend 
sten zu sein: 

r 
Ve 

Nach den Beobachtungen von Willstatter und Memmen folgt dic 
Spaltung des Triacetins durch gereinigte Lipase der Regel von Schiit: 
Borissow®?. Ahnliche Veranderungen der Reaktionskinetik bei Ver 
schiebung des py wurden von Abderhalden und Fodor an Peptasen 


K 


beobachtet®. 

Wir sehen somit, daB die Einwirkung des Chinins auf die Spaltung 
der Fette von der Reaktion des Milieus und von der Anwesenheit von 
Begleitstoffen abhangig ist: die Empfindlichkeit gereinigter Praparate 
dem Chinin gegeniiber erhéht sich, und letzteres beginnt nun dort, wo 
es vor der Reinigung des Praparats auf den SpaltungsprozeB be 
schleunigend einwirkte, jetzt hemmend einzuwirken. 

Als Gesamtergebnis der Beobachtungen iiber die Dynamik des 
Umsatzes der Kohlehydrate und Fette glauben wir annehmen zu diirfen 
daB der Kohlehydratumsatz in Gegenwart von Chinin im allgemeinen 
verstarkt wird. In der Mehrzahl der Fille beschleunigt das Chinin dic 
Starkespaltung und tibt fast keinen EinfluB auf die Hydrolyse des 
Rohrzuckers und der Maltose aus. Was den Fettumsatz anbetrifft 
so erweist sich die Tributyrase der Verdauungssafte und des Serums 
nach den Ergebnissen der stalagmometrischen Bestimmungen als 
chininempfindlich, wahrend die Organtributyrase chininresistent ist 
es wird, mit anderen Worten, die Fettassimilation im Darm_ nach 
diesen Beobachtungen gehemmt, wahrend der Fettumsatz im Organismu- 
von dem Chinin unbeeinfluBt bleiben soll. Nach den azidimetrischen 


1 J. A. Smorodinzew und V. A. Danilow, diese Zeitschr. 181, 149, 1926 

2 R. Willstdtter und F. Memmen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 133. 
229, 1924. 

3’ E. Abderhalden und <A. Fodor, Fermentforsch. 1, 533, 564, 1916 
1. A. Smorodinzew, Fortschr. d. biol. Chem. 4, 81, 1926, russisch. 
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stimmungen! jedoch hemmt das Chinin die Fettspaltung im Magen- 
mschlauch nur bei py = 8.0 und 


héher. wahrend bei 


saurerer 
iktion dieser ProzeB vom Chinin sogar beschleunigt wird 


Da aber 
den oberen Abschnitten des Magendarmtrakts eine saure Reaktion 
rscht 


so stort das Chinin unter normalen Verhaltnissen (sogar in 


vr 2° igen Konzentration) die Assimilation der Fette keineswegs 
verstarkt im Gegenteil ihre Spaltung 


Fiir die Erklarung des Mechanismus der Einwirkung des Chinins 
if die fermentativen Prozesse fehlen uns noch geniigende Angaben 
ler hemmende Effekt entsteht augenscheinlich (im alkalischen Milieu) 


ich die Adsorption des freien Chinins durch das Fermentmolekiil 
vahrend die beschleunigende Wirkung 


bei po unter 7.0 von der 
Wirkung der Chininsalze abhangt 


yy A. Smorodinzew und 


V. A. Danilow, diese Zeitschr. ISI 


. 149, 1926. 
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Milchsiurebestimmung in den Uterus- und Nabelgefiben. 


Vi nh 


EL. Wind und Kk. v. Oettingen. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem. 


(Eingegangen am 3, April 1928.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Zweck der vorliegenden Mitteilung ist es. die Methode zu lx 
schreiben, nach der in diesem Institut der Milchsiurestoffwechsel der 
Gewebe im lebenden Tiere gemessen wird Wir punktieren in der 
Narkose die zu- und abfiihrenden GeniBe und bestimmen in dem Blut: 
die Milchsaiure nach Clawsen!. Findet man den Milchsiiuregehalt in 
den zu- und abfiihrenden GefaBen gleich, so ist eine Bildung von 
Milchsaure nicht auszuschlieBen, weil bei grober Strémungsgeschwindig 
keit Anderungen der Milchsiurekonzentration zu klein sein kénnten 
um gefunden zu werden. Arbeitet man aber unter Bedingungen 
unter denen der Sauerstoffgehalt der zu- und abfiihrenden Gefilk 
betrachtliche Differenzen zeigt was im allgemeinen der Fall ist 
und auch bei unseren Versuchen der Fall war . so darf man bei 
gleicher Milchsaurekonzentration in den zu- und abfiihrenden Gefaben 
schlieBben, daB die Milchsiurebildung im Vergleich zur Sauerstoffatmung 
klein ist. Damit erhalt man das, worauf es ankommt: den Stoff 
wechseltypus der Gewebe, durch die das untersuchte Blut strémt 


Wir haben auf Vorschlag von Herrn Warburg die Milchsaiure in 
den Uterus- und Nabelgefiben bestimmt und gefunden, dab das 
System Embryo — Uterus — Placenta keine Milchsiiture an das Blut 
abgibt, im Gegensatz zu den Tumoren®?, die Milchsaure an das Blut 
abgeben. Dies stimmt zu den Stoffwechselversuchen in vitro. bei 


' Clausen, Journ. of biol. Chem. 52, 263, 1922. 
2 O. Warburg, F. Wind und E. Negelein, Klin. Wochenschr. 5, 829, 1926. 
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nen embrvonale Gewebe, im Gegensatz zu den Tumoren, nur wenig 


er keine Milchsiure an sauerstoffgesittigtes Serum abgeben Es 
ibt bei unsern Versuchen der Einwand, da Milchsiure. die 
‘ eine Gewebeart aus Zucker bildet, von der anderen im gleichen 
stromgebiet liegenden Gewebeart wieder in Zucker verwandelt wird. 
beispielsweise, dal} Milchsaure, die der Embryo bildet, von der Plazenta 
eder in Zucker verwandelt wird, oder umgekehrt. Nimmt man aber 
das Ergebnis der in-vitro- und in-vivo-Versuche zusammen. so hat 
man keinen Grund zu der Annahme, dab. was man nicht findet. trotzdem 
vor sich geht und nur durch in sich geschlossene Kreisprozesse ver- 


\“ 


deckt wird. 
1. Milehsiurebestimmune. 


Zur Bestimmung der Milehsaiure benutzen wir im Durehsehnitt 1 eem 


Blut, das mit .. Tuberkulinspritzen™ von leem Inhalt (in ! » com geteilt) 


entnommen und sofort nach der Entnahme in 20 cem Wasser einget ragen 
Die Blutmenge lest man entweder an der Teilung der Spritze ab 


\ ind. 
durch Wagung nach dem Eintragen in das Wasser. 


oder man bestimumt sie 

Weiterhin enteiweibt man nach Folin-Wu, entfernt den Zucker nach 
an Slyke, oxyvdiert die Milehséiure nach v. Fiirth-Charnass und titriert den 
entstehenden Aldehyd jodometrisch nach Clausen'. Die Loésungen und 
Mengenverhaltn Issac sind folgende: 

EnteiweiBung. Zui der wiasserigen Blutlésung gibt man 3 cem 
10° .ige Natriumwolfraiatlésung, dann tropfenweise unter Sehiitteln 2 cem 
n Schwefelsaure (bis zur sechwach kongosauren Reaktion), fiillt auf 50 com 
auf, laBt 30 Minuten stehen, zentrifugiert, filtriert in einen trockenen 
Mebzyvlinder und liest das Fliissigkeitsvolumen ab. 

Entzuckern. Zu dem Folin-Wu-Filtrat gibt man 5cem einer 10° igen 
Kuptersulfatlésung und 5cem Kalkwasser (25 g Caleitumoxyd aus Marmor, 
in 500 cem Wasser suspendiert), priift die Reaktion, die gegen Lackmus 
alkalisch sein mub, abt 30 Minuten stehen, zentrifugiert, filtriert in einen 
trockenen Mebzylinder und liest das Fliissigkeitsvolumen ab. 

Destillation. Man spiilt das van Slyke-Filtrat quantitativ in einen 
langhalsigen Destillationskolben (wie Schmelzpunktskolben), gibt 5 com 
n Schwefelsiure und eine Spur Talkum hinzu, erhitzt zum Koechen und 
tropft durch einen Kapillartrichter langsam n 1000) Kaliumpermanganat 
zu (schnell destillieren, langsam zutropfen!), bis die Permanganatfarbe 
bestehen bleibt. 

Titration. Die Vorlage, in die das Destillationsrohr eintaucht, enthalt 
20 cem einer m 10 NaH SO,-Lésung und 30 cem Wasser. Ist die Destillation 
beendigt, so werden einige Tropfen StarkelOsung zugesetzt (1 g gewohnliche 
Starke in heiBbem Wasser gelést, mit 30g Kochsalz und Wasser auf 100 cem 
aufgefiillt). Die Vorlage enthalt viel tiberschiissiges Na H SO, neben wenig 
an Aldehyd gebundenem NaHSO,. Das itiberschiissige NaH SO, wird 
durch Jodlésung (sukzessive n,n 10, n 100 Jod) oxydiert. Dann werden 
30cem einer Na HCO,-Lésung (63g Na HCO,: 1oOOcem Wasser) zugegeben, 
wobei die blaue Lésung sich entfarbt und nunmehr mit n 100) Jod- 


»» 


1 Clausen, Journ. of biol. Chem. 52, 263, 19 
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lésung bis zur Blaufairbung titriert. Hierbei wird der Rest an NaH S¢ 
der an Aldehyd gebunden war, oxydiert, er ist der Menge an Aldehy | 
bzw. an Milchsiiure dquivalent. 1 cem n ‘100 Jod entspricht 0,45 mg Milk 
siure. Die Milchsiuremengen, die wir in leem Blut finden, betrag 
0.25 mg (miitterliches Blut) oder 0,4 bis 0,9 mg (fétales Blut), die Au 
schlage, ausgedriickt in n 100 Jod. sind 0,3 bis 1.5 c¢em n/100 Jodlésum 


2. Punktion der miitterlichen Gefaibe. 


Als Versuchstiere benutzten wir Meerschweinchen der zweiten Halfte 
der Schwangerschaft und injizierten zur Narkose pro 100 g Tier 1 ccm 
20° iges Athylurethan (in physiologischer Kochsalzlésung) subkutan 
Reicht die Menge Urethan nicht aus, so gibt man mehr. Die richtigy 
Tiefe der Narkose ist wesentlich. Das Versuchstier soll schon einige 
Zeit vor dem Aufbinden keine Bewegungen der Gliedmaben mel: 
zeigen, die Atmung soll bis zu Ende des Versuches ruhig und rege! 
mabig bleiben. Ein chemisches Kriterium fiir die richtige Tiefe der 
Narkose ist die Sattigung des arteriellen Blutes mit Sauerstoff sowie 
ein niedriger Milchsiuregehalt des Blutes, d.h. ein Milchsauregehalt 
der 0.3 mg Milchsiure pro Kubikzentimeter Blut nicht iiberschreitet 


Das narkotisierte Tier wird aufgebunden, das Abdomen durch 
einen Langsschnitt geéffnet und an dem médglichst in situ gelassenen 
Uterus eine Vene aufgesucht und punktiert. Das Ende der Punktions- 
,nadel ist gegen die Langsachse der Spritze verbogen. Stauungen der 
Venen, Druck auf Uterus und Plazenta miissen vermieden werden. Ist 
die Vene punktiert. so wird sofort arterielles Blut aus der Aorta 
abdominalis entnommen, in der das Blut hellrot pulsieren mul. 


3. Punktion der Nabelschnurgefiabe. 


Als Versuchstiere benutzten wir Meerschweinchen am Ende der 
Trachtigkeit, méglichst solche mit nur ein bis zwei Féten, weil die Féten 
um so gréBer werden, je weniger zahlreich sie sind. War narkotisiert 
und das Abdomen geéffnet, so wurde der Tragsack aus der Bauchhéhle 
nach auben vorgelagert, die Wand des Uterus durch einen Schnitt 
parallel dem Plazentarand durchtrennt und die Nabelschnur vorgeholt 
Sie wurde von den Eihauten befreit und wie in Abb. 1 (a) durch ein 
untergeschobenes Réllchen FlieBpapier fixiert. Dann wurden die 
NabelschnurgefaBe, die Vene und eine Arterie punktiert. 


Die Punktion der Nabelschnurvene ist leicht und gelingt immer 
Schwierig dagegen ist die Punktion der Nabelschnurarterie. Sie labt 
sich besser punktieren, wenn man den Fétus aus dem Uterus 
hervorholt, doch ist dann die Gefahr gréBer, daB die Plazenta sich 


ablést. 
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Die gebogenen Kaniilen waren sehr scharf, die Pinzettenenden 
iden mit Seide umwickelt. Druck, Quetschung, geringe Torsion 
r sehr empfindlichen kontraktilen Gefabe verursachen sofort eine 
nterbrechung des Kreislaufs und machen die Punktion unmdoglich 





Abb. 1. 


Da die Milchsaurekonzentration sich wahrend des Versuches indern 
kénnte, punktierten wir in den verschiedenen Versuchen die Arterie und 
Vene in wechselnder Reihenfolge. 


4. Ergebnisse. 
Tabelle I. 


Milchséure in den zu- und abfiihrenden GefaBen des graviden Uterus. 





mg Milchsaure in | com Blut 


Vena uterina Aorta abdominalis 
(Blut, das aus der Placenta flieBt) (Blut, das in die Placenta flieft) 
0,22 0,24 
0.19 0.24 
0.22 0.338 
0,17 0,28 
0.20 027 
0.22 0.28 
0,23 0.24 
O19 (),22 


0.23 023 
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Tabelle II. 


Milechséiure in den NabelgefaBen. 





mz Milchsaure in 1 ccm Blut 


Vena umbilicalis Arteria umbilicalis 
fuhrt Blut aus der Placenta (fuhrt Blut aus dem Fotus 
in den Fétus) in die Placenta 
O.S4 0.91 
O84 O96 
OS] OS0 
0.44 0.43 


Aus der Tabelle I sieht man. daB Blut. das aus dem gravid 
Uterus ausstrémt. nicht mehr Milchsaure enthalt als das einstromend: 
Blut. eher weniger. Doch soll auf die gefundenen Differenzen ke 
Wert gelegt werden 

Die zweite Tabelle zeigt. dab Blut. das aus dem Embryo aus 
strémt. nicht wesentlich mehr Milchsaure enthalt als das in den Embry 
einstromende Blut. In den beiden letzten Versuchen war die Milchsaure 
konzentration gleich. in dem ersten war sie in dem abfiihrenden Blut: 


S°.. in dem zweiten Versuch 12 héher als in dem zuflieBenden Blute 














Uber den Stoffwechsel der Kérperzellen. 


Von 
Akiji Fujita. 
Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie. Berlin-Dahlem.) 


(kh nqgeqanqen am a Apri 1928.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Die vorliegende Arbeit. die auf Vorschlag von Herrn Warburg 
internommen wurde. sol! friihere Untersuchungen! wber den Stoff- 
vechsel der Kérperzellen erganzen, zum Teil durch die Wahl neuer 
Versuchsobjekte. zum Teil durch die Anwendung der Serummethode 
uf Objekte, die bisher nur in Ringerlésung gemessen worden sind 

Neue Objekte sind Nebenniere, Hypophyse. Epithelkérperchen, 
sympathische Ganglien und embrvonale Linse Die ersten vier sind 
wichtig wegen ihrer Beziehung zur inneren Sekretion. In der embryo 
nalen Linse liegt ein Gewebe vor. das in Umwandlung von Zellen zu 
Stiitzgewebe begriffen ist. 

Fiir die Neuanwendung der Serummethode wurden solche Zellen 
ind Gewebe ausgewahlit. fiir die Wachstums- und Regenerations- 
vorginge charakteristisch sind: Hoden. Ovarium. Placenta. Milz und 
Knochenmark. 

Besonderes Gewicht habe ich auf die Untersuchung der Leucocyten 
velegt. iiber deren Stoffwechsel zwar viel geschrieben*. aber wenig 


gvearbeitet worden ist 


iQ. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, Julius 


Springer, 1926. 
2 Bakker, Klin. Wochenschr. 6, 252, 1927, sowie Carl Levin, Die 
\tiologie der bésartigen CGeschwiilste. Berlin 1928. 
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Ich teile zunachst die Ergebnisse in einer Tabelle mit und mac'y 


auf die nach meiner Meinung wichtigsten Punkte aufmerksam. R 
£ £ 


folgen dann Einzelheiten tiber die Versuche und ihre Anordnung 
schlieBlich die Protokolle. 


Tabelle 1. 


Stoffwechsel im arteigenen Serum bei 38°. 


ind 





Os N 
: ’ Vo, Q y Q Vv 
Zellart Tierart (Atmung) (Aerobe (Anaerobe 
Glykolyse) Glykolyse 
Nebenniere Ratte 10 0 + 3 
Meerschweinchen 6 + 1 + 4 
' ‘s Maus — 6 0 3 
Erste : > 9 ' , 
Gr , Hypophyse junge Ratte 12 0 + 13 
Truppe ES Maus 5 * 7 + 14 
Epithelkorperchen Kaninchen S + 1 + 1) 
{ Ganglion coeliacum - — 4 0 12 
Hoden Ratte 11 + Q . 7 
Zweit Ovarium Maus — 9 0 + 6 
4 eite = ‘ » 
( ; Placenta * i + 3 + 15 
—e Milz Ratte — 13 0 y 
Embryonale Lunge - 10 0 + 14 
i Spermien ‘ — 6 + 1 + 5 
D | WeiBe Knochenmerk- : 11 + 3 + 21 
ritte 
ieee zellen 
ot | Blutleucocyten - 9 2 + 20 
Blut plattchen e. 6 + | + 25 
Vierte { Linse d. erwachsenen Maus 0 + 1 + 1 
Gruppe Tieres . - ~ 
PI | Embryonale Linse Ratte - § + 17 + 27 


Sehen wir von der Linse ab, so zeigt sich, dab alle Organe und 


Zellen, die ich untersucht habe, zwar anaerob glykolysieren, dab aber 


die Glykolyse bei Siattigung mit Sauerstoff fast vollstandig ver 
schwindet. Dies gilt auch fiir Placenta und Leucocyten. Weder die 
Placenta noch die Leucocyten sind hinsichtlich ihres Stoffwechsels 
mit den Carcinomzellen vergleichbar'. 

Interessant ist der Stoffwechsel der Linse. Bei erwachsenen Tieren 
nahezu Null*, ist er in der embryonalen Linse groB, um so griber, je 


1 Uber den Stoffwechsel der Placenta siehe Murphy und Hawkins, 
Journ. General Physiol. 8, 115, 1925; Blair Bell, British Medical Journ 
28. Januar 1928. 

* Kronfeld, Ber. d. ophthalmolog. Ges. Heidelberg 1927.  Kron/eld 
fand Qo, 0,6, QY + 0,3, ey - 0,6, also einen Stoffwechsel von nah 
zu Null. 
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junger die Embryonen sind. In Abb. 1 ist die anaerobe Glykolyse als 
Funktion des Embryogewichts dargestellt. 


Bei Sattigung mit Sauerstoff verschwindet die Glykolyse der 
embryonalen Linse nicht, sondern es bleibt eine erhebliche aerobe 
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Abb. 1. 


Glykolyse iibrig. Dieses fast kernlose Organ verhalt sich also ahnlich 
wie die kernlosen Erythrocyten der Saéugetiere. Hier wie dort ver- 
schwindet bei Verlust der Kerne von den beiden Stoffwechsel- 
vorgingen zuerst die Atmung. 


Versuche. 


Der Stoffwechsel wurde manometrisch! im arteigenen Serum 
gemessen, das ich durch Herzpunktion, Gerinnenlassen und Zentrifu- 
gieren gewann. Von einer Maus erhielt ich durchschnittlich 0,2 com 
Serum. Fiir einen vollstandigen Stoffwechselversuch war das Blut 
von 20 bis 40 Mausen erforderlich. Trotz der Schwierigkeit der Serum- 
beschaffung habe ich viele Versuche mit Mausen angestellt, weil Mause- 
organe zum Teil so klein sind, daB man ihren Stoffwechsel ohne sie 
zu schneiden messen kann. 


War das Serum gewonnen, so wurden zunachst Bicarbonat und 
Glucose bestimmt. Enthielt 1 ccm Serum weniger als 560 cmm Bi- 
carbonatkohlensiure und weniger als 2mg Glucose, so wurden 
Bicarbonat und Glucose bis zu den genannten Konzentrationen zu- 
gesetzt. 


1 Beziiglich der Methode vgl. O. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren. 
Berlin 1926. 


Biochemische Zeitschrift Band 197. 12 
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Nebenniere. 


Schnitte der Nebenniere sind briichig und werden in den Versuchs 
trégen leicht zerschiittelt. Man miBt deshalb den Stoffwechsel der 
ganzen Organe, muB dann aber sehr kleine Versuchstiere wahlen. Ich 
arbeitete mit Mausen und jungen Ratten. Das mittlere Gewicht einer 
Nebenniere war 1 mg (trocken). Versuchsbeispiel in Protokoll 1. 


Hypophyse. 

Auch dieses Organ wurde als ganzes gemessen, weder geschnitten 
noch in Vorder- und Hinterlappen getrennt. Die Versuchstiere waren 
Miause oder junge Ratten. Das Schideldach wurde mit der Schere 
aufgeschnitten, das Gehirn herausgeboben. Man sieht dann die Hypo 
physe auf der Schadelbasis liegen. Das Gewicht betrug einige '/,, mg 
(trocken). Versuchsbeispiel in Protokoll 2. 


Epithelkérperchen. 

Die Versuchstiere waren Kaninchen. Man findet die Organe 
unterhalb und seitlich der Schilddriise auf der Carotis. Das Gewicht 
eines Organs betrug etwa 1 mg (trocken). Versuchsbeispiel in Pro 
tokoll 3. 


Ganglion coeliacum. 


Die Versuchstiere waren Kaninchen. Man findet die Ganglien in 
der Nahe der Abzweigung der Arteria renalis von der Aorta, zwei 
nebeneinanderliegende Gebilde von der GréBe einer halben Linse 
Das Gewicht der beiden Ganglien zusammen betrug etwa 5 mg (trocken 
Sie wurden als ganze, ohne sie zu schneiden, gemessen. Versuchs- 
beispiel in Protokoll 4. 


Milz, Hoden, Ovarium, Placenta, embryonale Lunge. 


Milz (Ratte) wurde geschnitten, von dem Hoden (Ratte) wurde 
ein Teil der Schlauche abgetrennt. Ovarium (Maus) wurde als ganzes 
gemessen, das Organ wog etwa | mg (trocken). Versuchsbeispiele in 
den Protokollen 5, 6, 7. 


Das Versuchstier fiir die Placentaversuche war die Maus. Placenta 
aus der Anfangszeit der Graviditaét wurde als ganzes Organ gemesser 
(Trockengewicht einige '/,, mg), in spateren Stadien wurde geschnitten 
Das ganze Organ und die Schnitte verhielten sich nicht wesentlich 
verschieden. In sehr spaiten Stadien der Graviditat ist der Stoffwechse! 
der Placenta kleiner, insbesondere ihre Atmung. Bemerkenswert ist 
daB bei sinkender Atmung die aerobe Glykolyse nicht, wie man er 
warten sollte, zunimmt, sondern es nimmt die Wirkung der Atmung 


a, sh ee ae 
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i. Experimentelle Einzelheiten findet man in den Protokollen 8, 9, 
ne Versuchsreihe hierunter: 


Placenta der Maus in Mauseserum. 





Trockengewieht Trockengewicht 





Nr einer Placenta eines Embryos Qo, OY . 
mg my 

1 Ganzes Organ 0,408 0,297 — 7,5 + 31 +14 

2 Schnitt — 23 — 7,7 2,9 +15 
3 - 10,9 25 — 6,2 + 3,2 +14 
n 4 e 13,7 44 — 6,6 + 4,0 + 16 
y 5 143 102 —27 | +29 | +11 
. Lunge wurde geschnitten, die Versuchstiere waren Ratten- 


embryonen (Protokoll 10). 
Spermien. 


Das Versuchstier war die Ratte. Die Hodenschlauche wurden in 
Serum zerschnitten. Dann wurde umgeriihrt, wobei die Spermien, 
verunreinigt mit Vorstufen, in das Serum tibergehen. Man zentrifugiert 
kurz und entfernt dabei Hodenschlauche und die Hauptmenge der 


Vorstufen. Protokoll 11. ‘ 


s 


Knochenmarkzellen. 


Das Versuchstier war die Ratte. Mark aus Humerus, Femur und 
Tibia wird in Serum gebracht und sehr vorsichtig darin bewegt. Dabei 
werden Markzellen ausgeschwemmt, von denen 80 Vol.-°,, weibe und 
20 Vol.-°,, rote Zellen sind. Sie zeigen in Serum den Stoffwechsel 
embryonaler Zellen (Protokoll 12). 


Ersetzt man das Serum durch Ringerlésung, so sind zwar die 
Anfangswerte des Stoffwechsels ebenso grof wie im Serum, all- 
mahlich aber sinkt die Atmung und wird in einigen Stunden nahezu 
Null. Gleichzeitig steigt die aerobe Glykolyse; schlieBlich ist die aerobe 
Glykolyse nahezu gleich der anaeroben Glykolyse. Ein Beispiel folgt 
hierunter : 

Markzellen in Ringerlésung bei 38°. 





0 “Ne 

Qo, Qy¥ Ov 

Erste halbe Stunde. ..... — 12,9 + 88 + 25,8 
Zweite . . — 11,0 + 68 + 25,4 
Dritte z — 8&8 + 11,6 + 21.6 
Vierte , a — $7 + 124 + 20,8 
Fanfte - 2,0 + 14,7 + 20.6 
Sechste . - 0 +175 + 18,9 
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Leucocyten'. 


Das Versuchstier war die Ratte. Das Blut wurde in Citrat (3 Teil: 
Blut, 1 Teil 1,1 °,iges Na,-Citrat in 0,7°, NaCl) aufgefangen. Dann 
wurde in einem Hamatokriten nach Endres? so kurz wie méglich (einige 
Minuten) zentrifugiert. Bei richtiger Anordnung enthielt das lange 
zylindrische Zwischenstiick des Hamatokriten Zellen, von denen 
60 Vol.-°,, Leucocyten, 20 Vol.-°, Blutplattchen und 20 Vol.-%, Er) 
throcyten waren. Der Stoffwechsel dieser Zellen in Citratplasma war 
der Stoffwechsel embryonaler Zellen (Protokoll 13). 


Bei linger dauernden Versuchen sinkt die Atmung der Leucocyten 
in Citratplasma betrachtlich ab. Ein Beispiel folgt hierunter: 


Leucocyten in Citratplasma bei 38°. 





: "e 

Qo, Mv Qi 

Erste Viertelstunde. ....... — 9,2 +26 + 20 
Zweite eer fee soe — 7,1 +19 + 20 
Dritte und vierte Viertelstunde . . — 5,2 +14 +419 
Fiinfte und sechste ‘ - — 58 +19 +19 


Da die anaerobe Glykolyse nicht absinkt, so sollte man erwarten. 
daB die aerobe Glykolyse in dem Mabe steigt, als die Atmung sinkt 
Wie man sieht, ist das nicht der Fall, sondern die aerobe Glykolyse 
bleibt unverandert. Dies bedeutet, dab die Wirkung der Atmung 
zunimmt. Es liegt hier also eine andere Art von Schadigung vor, als 
sie z. B. Markzellen in Ringerlésung zeigen. 

Eine niedrige Atmung der Leucocyten fand ich auch, wenn ich 
die Zellen vor der Messung auf Null Grad abkiihlte, oder wenn ich sie 
langere Zeit zentrifugierte. 


Blutplattchen*, 


Zentrifugiert man Citratblut der Ratte in dem Endres schen Hama- 
tokriten, so kann man die Blutplattchen durch Abheben der obersten 
Schicht fast rein gewinnen. Ich fand bei 38° in Citratplasma: 





Qo, Oy Oy 
— 75 + 41,1 + 23 
= 2 oS + 28 
— 6,2 +09 + 25 
< ae Pier & + 23 


1 Vgl. dazu Fleischmann und Kubowitz, diese Zeitschr. 181, 395, 1926. 
2 G. Endres, Zeitschr. f. Biol. 86, 260, 1927. 
% Vgl. hierzu Endres und Kubowitz, diese Zeitschr. 191, 395, 1927. 
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Dies sind ahnliche Stoffwechselwerte, wie sie Endres und Kubowitz' 
fir die Blutplattchen des Hundes gefunden haben. Die anaerobe 
Glykolyse ist die Glykolyse embryonaler Zellen. Die Atmung ist zwar 
klein, aber gleichwohl imstande, die Glykolyse zum Verschwinden 
zu bringen. 

Linse. 

Die Versuchstiere waren Embryonen der Ratte in verschiedenen 
Stadien der Entwicklung. Der kleinste Embryo wog trocken 41 mg, 
das Gewicht einer Augenlinse betrug 0,027 mg. Der gribte Embryo 
wog trocken 380 mg, das Gewicht einer Augenlinse betrug 0,18 mg. 
Fiir einen Versuch wurden in der Regel zehn Linsen benutzt, die von 
einer trachtigen Ratte (sechs Embryonen) erhalten wurden. 

Die Linse wurde nach Anschneiden der Sklera durch leichten 
Druck aus dem Bulbus herausgedriickt und in Rattenserum von an- 
haftendem Gewebe, insbesondere von der oft anhaftenden Netzhaut, 
befreit. Hierbei darf die Linsenkapsel nicht verletzt werden. 

Hierunter folgt eine Versuchsreihe, aus der man sieht, wie sich 
die anaerobe Glykolyse im Laufe der Entwicklung andert (vgl. auch 
Abb. 1 im Abschnitt I). 


Rattenlinse in Rattenserum bei 38°. Anaerob. 





Mittleres Gewicht einer Mitleres Gewicht eines 


Linse (trocken) Embryos (trocken) Qs 
mg my 
0,027 41 + Bd 
0,037 58 + 26 
0,062 98 + 24 
0,092 204 + 23 
0,140 208 +18 
0,180 259 +12 
0,206 288 +18 
0,180 382 +12 


In vier Versuchen wurde auber der anaeroben Glykolyse auch die 
Atmung und die aerobe Glykolyse gemessen. 


Rattenlinse in Rattenserum bei 38°. 





Mittleres Gewicht einer Mittleres Gewicht eines 


Linse (trocken) Embryos (trocken) Qo Qo? QY 
mg mg ° 
0,0324 _ — 90 + 16,5 | + 28 
0,0370 58 — 7,7 + 184 + 26 
0,0920 204 — 35 + 12,8 + 23 
0,1400 208 — 458 + 11,8 +18 


Experimentelle Einzelheiten findet man in Protokoll 14. 


1 Vgl. hierzu Endres und Kubowitz, diese Zeitschr. 191, 395, 1927. 
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Protokolle. 
Protokoll 1. 











Protokoll 2. 
Nebenniere der Maus. Hypophyse der Maus. 
8 Nebennieren = 10,61 mg trocken in Mauseserum. | 4 Hypophysen = 1,86mg trocken in Mauseseru 
A “) Au 
= 0,118 = 535 = 0,118 B 535 
i c Bo gal ; 
vp=15 on, = 29 tp=h3 vg = 29 
, a - -R a 7S aad > = ~ -R “a 7S e 
Ko, = 0,267 Keo, = 0,344 Koo, = 0,521 Ko, = 0,267 Keo, = 0,344 Keo, 0,521 
(5 %/g COy in Og) (5 %9 CO, in Og) 
Nach 10’ .... —21,5mm Nach 15’ . — 6,5 mm 
ph I ie eh eg ee 2 gor oS —55 , 
« Se Ss 2 eRe oe WM sk cs ORs 
. . 
Up =z 0,5 %™= 3,99 v,= 0,5 te = 3,90 
= R _o97 * eet > Sage ’ “eS > 
ko.= 0,352 ko, = 0,378 ko, = 0,437 ko, = 0,352 ko, = 0,378 keo, = 0,437 
= — 
Nach 15’ —10 mm Nach 10’ —1 mm 
oe ec a. ws Be > oe — 0,5 ,, 
« Meets) . sy SS J ee. ee 
. ¥ 
Up = 0,5 Ue = 0,399 Up = 0,5 le == 0,399 
( — ") = 0,233 (4 “) = 0,233 
Ap/m ° Ap/m 
“RK _ 937 ' = —_— =?” 
ko, = 0,378 ky = 0,495 ko, = 0,378 ky = 0,495 
(5°/9 CO, in Ng) (5 %/9 CO, in No) 
Nach 10’... .. +9,5mm Nach 10’ + 8,5 mm 
— rete... 2 -. a +80 , 
SS sree. “al eee eee. | le 
Qo, = —64 Qo, =— 81 
QO? = +0,1 Ww = + 08 
Oy = +25 QyY = + 133 
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Protokoll 3. 


Epithelkérperchen des Kaninchens. 
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Protokoll 4. 


Ganglion coeliacum des Kaninchens. 





1 Epithelkérperchen = 1,060 mg trocken 
in Kaninchenserum. 


lu ‘. 
} = 0,197 Bo = 564 
Ip/e 
vy 1,5 Uy 2,99 
, > -R -S 
Ko, = 0,267 Keo, 0,344 K; 0, * 0,640 


A 


"Ss _ - 
Ky = 0,733 


(5 %o CO, in Og) 


Nach 30’ — 11,0 mm 


i. a —105 , 
, 
Up =05 ty = 3,99 
0352 k® 0,378 k* - 0.477 
Os tens CO, 7 CO, ; 
ky = 0.533 
Nach 30’ + 4.5 mm 
= 30’ 50 . 
¥ 
Up = 0,5 tg = 3,99 
J 
( : ) = 0310 
\Ap/m 
ke. =0378 ks = 0,533 
CO, , M - 


(5 Jo COxy in Ng) 


Nach 20’ + 8,0 mm 


~ +85 , 
%, = —78 
Oy = +1,4 
Oy = +96 


2 Ganglien 519mg trocken 
in Kaninchenserum 


Su 


{ | 0,119 Bo = 524 
A p c 
Up 2,0 Uy, 2,49 
- -R - -S 
Ko, 0,223 Keo, 0,327 Ke O. 0,565 
(5% 9 COs in Oy) 
Nach 10’ — 10mm 
i a a ‘ =O . 
a: | (a ree  S 
Y 
Up 0,5 Ve = 3,9 
’ : R > S = 
ko, 0,352 ko, 0,378 Keo, = 0,438 
Nach 10’ —15mm 
. See —15 , 
= —20 , 
y 
Up = 0,5 Ug = 3,99 
‘Au 
{ } = 0,276 
Ap! M 
ee == 0,378 ky = 0,654 


(5%o CO in Ng) 


Nach 15’ + 23.5 mm 





_ + 22,5 
Qo, 42 
Oy + 02 
OY = +116 
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Protokoll 5. 
Milz der Ratte. 





Trockengewicht 4,73 mg in Rattenserum. = 
(=) = 0,083 By = 56 
\Ap/e 


Up =2,0 vg = 2,49 
, ~R ;s = Ss ~a 
Ko, = 0223 Keo, = 9327 Keo, = 0.4% 
(5 0 0 CO, in Oz) 


Nach 10° . . . . —25,0mm A 
1’ .... —245 
10’... . —250 


Up => 0,5 UG = 3,52 
= ‘ 3 2 Ss —_ 
ko, = 0,311 ko a” 0,337 ko, = 0,379 
Nach 10’... .. —5,0mm 
o Ms «dks « ns 
eta sw Or > 





Up=05 lg = 3,65 
(4 “) = 0,147 . 
Ap/m ™ 
ke o, = 0348 Ky = 0422 
= —_ - - 
Nach 10’... . . +55mm 
— Se ee 6,0 . 
— ew, oe 
Qo, = — 12,5 
Q9? =— 02 
Cy _—_- 9,2 
Protokoll 6. 
Hoden der Ratte. 
Trockengewicht 6,60 mg. Trockengewicht 3,45 mg Trockengewicht 3,49 mg. 
7 *) = 0,117 Bo = 525 Up =05 vy = 3,65 
Ap/c (Au) 
——— == 0.228 
Up = 1,5 Vg = 2,99 Up a= 05 UG == 3,52 vik aad 
yt 2» gk ata Pas 7 
Ky, = 0267 Koo, = 034 | ko, = 0311 key, = 0.337 
oS aii SS = _R ie eS 
CO, = 9-520 Koo, = 9.3% keg, = 0348 Ky = 0,402 
(5%g CO, in Og) (5 %o CO in Oy) (5 %o COs in Ng) 
Nach 10’ . . —16 mm_ Nach 20’ . . —2,5mm Nach 10’. . + 9,0mm 
,» 10°..—16 , - 207. . — 25, | oi ae ee « 
"se gf — 155, Ce Ss) 


i 


Yo, —— 9,4 Q3? = + 2,0 ey =-+ 7,2 
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Protokoll 7. 


Ovarium der Maus. 
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Protokoll 8. 


Placenta der Maus. 





5 Ovarien = 6,01 mg trocken in Mauseserum. 


(4") — 0106 By = 560 
Ape 
Up=15 tg = 2,99 
Ko, = 0267 Kfo, = 034 Koo, = 0.500 
(5 %9 COs in Og) 
Nach 10’ — 15mm 
- ow —15 , 
v 
tr = 0.5 VG 3,99 
R = s 
ko, = 0,352 ko, —= 0,378 ko, = 0,430 
f . 
Nach 15° ..... —6mm 
‘Eg ere 
ee Wk ae ag on > I a 
+ 
tp=O45 ve = 3,99 
(Au 
{ } = 0,198 
Ap/M 
R . - | fe -- 
keg, = 0378 ky = 0477 
Nach 10’ . +12 mm 
o 10’. +115, 
. & + 11,5, 
Vo, — 9,2 
o = +05 
Cy + 5,5 


11 Placenten 4,43 mg trocken in Mauseserum, 


{$S “) = 0102 Bo= sx 
Ap/e 
Up = 1,7 vy 2,05 
> | »R " . 
Ko, = 0.1% K&o, = 0272 Keo, = 0445 


(5 %o COs in Oy) 


Neh 10 ....=— 


12.5 mm 


s m= —125 , 
v 
tp=O5 Uy = 3,25 
o s 
ko, == 0,287 ko, 0,313 keo, 0,364 
t 
Nach 10’ + 25mm 
_ 10’ +/2.0 
y 
Up =05 Ug = 3,25 
{ os } = 0,193 
Ap M 
a S 
keo, = 0,313 ky = 0.410 
Nach 10’ + 25.5 mm 
oe) Mos 4 ti Se oe 
Yo, 7.5 
Ov + 3 
OY = +143 
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Protokoll 9. 


Placenta der Maus. 


Protokoll 10. 


Embryonale Lunge der Ratte. 





Schnitte = 4,28 mg trocken in Mauseserum. 
Au 

Ap 
Up 1,7 Ug = 2,13 


} = 0,102 By = 520 
» 


-0191 K®, = 0279 KS, = 0,452 


O» CO» 


(5 %9 COs in O2) 


Nach 10’ —12mm 


i. ee 9 oe 


Up = 0,5 Ug = 3,33 


bet A . 8 - 
ky, = 0.2% koo, = 9.320 keo, = 0,371 


Nach 1’ . +15mm 
~~ ares  s- 


Up = 0,5 


Au 
(sd. = 0,195 


Ue = 333 


RF 


CO, = 0,320 


ko, = 0417 
(5 %9 COz im Nz) 


Nach 10° .... +265mm 
—— see oe ll 


Q@. =— 7,7 


w= + 29 





Oy = + 15,2 


2 Lungen = 2,68 mg trocken in Rattenserum 


( 4 = = 0,1145 By = 506 
Ap/c 
Up = 1,5 Ue = 2,52 
Ko, = 0,267 KSo. = 0,344 Keo, = 0,51¢ 


(5 %/g COs in Ov) 


Nach 10’ ..... —8 mm 


of re ee Oy 
ee 75, 
y 


Up =05 Ug = 3,52 


ho R a allt hh o 
koo, = 9352 keg, = 9378 keg, = 0.435 


Nach 10°’ ..... —2 mm 


ae: 
tee ok e, OO 
Y 
Up = 0,5 Ug = 3,52 
(44) = 0,25 
Ap/m 
kB, = 0378 5. = 0,503 


Nach 10’ + 12.5 mm 


a thie ee S 
oS ae eee | OU 


Qo, — 10,2 
Oy = + 06 


OY = + 143 


Ne 


Ns 
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Protokoll 11. 
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Spermien der Ratte. 





Trockengewicht 15,4 mg. 


~ Ju 


,_) = 0115 Bo = 550 
J P Cc 
Up 1,5 Ug = 2,9 
kK, = 0267 K*®, = 030 
2 a 2 
Koo, = 0,516 


(5 %o COs in O,) 
— 16.5 mm 


—155 , 
— 16,0 


N ich 5’ 


oror 


Protokoll 12. 


Trockengewicht 5,13 mg 


Trockengewicht 5,13 mg 
Au 


| ip) ‘ 0,229 


Up = 05 Ce 3,52 Up = 0,5 Ue 3,65 
- = R - R s 
ko, = 0,311 ko, 0,337 Keo, = 0348 ky, = 0,463 
Ke == 0,394 


COs 
(5% 9 COx in Oy) 


Nach 15’ 
a ae 


VY + 1,0 


— 3.5 mm 
— 3.0 


(5%, COs in Ny 


Nach 10’ 


._ + 95mm 


_ = 10’ ; 10 
. 10°’. . + 95 
Ne = 
CV +53 


Knochenmark der Ratte. 





Trockengewicht 4,17 mg 
in Rattenserum. 


Trockengewicht 1,39 mg 


in Rattenserum 


Trockengewicht 1,39 mg 
in Rattenserum 





(ae } = 00025 Bo = 546 { é a) 0,2055 
Ap/e A p/n 
Up = 1,5 Ug = 2,99 Up = 0,5 Vg = 3,52 Up = 0,5 Uv, 3,65 
, 7 -R : R ” ’ Ss 
Ko, = 0.267 Koo, = 044) ky, = 0311 Keo, = 0337 | keg, = O88 hy = 0.451 
rs Ss - 
Keo, = 0511 keo, = 0393 
(5 %J9 COs in Oy) (5 %9 COs in Og) (5% COs in Ng 
Nach 10’ . . —7,5mm | Nach 20’ + 2.0mm _§ Nach 10". + 12,0 mnt : 
o ae + Rs a ae +15 , » ey Ee 
o a —75 , + 2 = + ae « 
> 1; 29 No € 
Q, = —9, Oy = +37 Qy = + 201 
Protokoll 13. Leucocyten der Ratte. 
Trockengewicht 8,60 mg Trockengewicht 2,86 mg Trockengewicht 2,86 mg 
in Tiestoleenn. in Citratplasma. in Citratplasma. 
Au 
(4™) — 0028 By = s40 (<")_ = 00429 
\Ap/e Ap/m 
Up = 3,0 Ug = 5,05 Up 1,0 Ug = 6,23 Up = 1,0 Up, = 6,69 
. -R . _R R _ Ss 
Ko, 0,451 Keo, = 0,606 ko, = 0,550 Keo, = 0,602 koo, = 0643 ky, = 0,686 
-S Ss - - 
Koo, = 0681 keg, = 9627 
(5 lo COs in Oy) (5 %9 COs in Oy) (5°) COs in Ny 
Nach 15’ —6,5mm | Nach 15’ . +15mm_= Nach 15’. . + 21,0mm 
~ wow —55 , a a +10 , .~ as «+ ae « 
15 —40 , ss +10 , oO a's Se « 
15’ —40 , » 15’ +1,0 , 18’. . +20 , 
15’ —35 , ~ aa +10 , >» 18’. .+20 
ao oo —30 , >. = +15 , » mw. Oe « 
Erste Viertelstunde . Qo, — 92 5, - +26 Q} +. 20 
Zweite ° a ee 7 71 +19 + 20 
Dritte und vierte Viertelstunde . — 5,2 +14 19 
Fiinfte und sechste , — 58 +19 + 19 
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Protokoll 14. 
Embryonallinse der Ratte. 





21 Linsen, Trockengewicht derselben 1,93 mg. 
Die Embryonen, vor denen die Linsen stammten, 
wogen (trocken): 2.... 224mg, 7.... 306 mg, 

7.... 95 mg. 


‘Au 
(33).-%™ me 


Up=10 Ue = 6,23 


7 a. . 
ko, 0,550 keo, = 0,602 ky, = 0,806 
(5/9 CO, in O,) 
Nach 15 tT 7 mm 
Oo Jae 
oo ae re ee ae 
y 
A ") = 0.199 
\Ap/m 
Up = 3,5 Ug = 3,73 
ee | z _ 
Ko, = 0,336 Keo, = 0,517 Ky = 1,042 
Nach 15’ + 2.5mm 
vee + 2.5mm 
, 
Au 
' ( =) = 0,204 
Ap/m 


Up = 1,0 Vg = 6,23 
' eon = 
keo, == 0,602 ky, = 0,806 


(5 Io COs in Ny) 


Nech 10° .....+14 mp 
> Mast + ice A 
en ee cua « ach Oe 


Q%, = — 35 
OY = +128 
VY = +226 





de 


tri 








Uber die Wirkung 
des Kohlenoxyds auf den Stoffwechsel der weiGen Blutzellen. 


Von 
Akiji Fujita. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 3. Apri. 1928.) 
Mit 1 Abbildung im T>oxt. 


Eine betrichtliche Hemmung der Zellatmung durch Kohlenoxyd 
tritt im allgemeinen erst auf, wenn das Verhaltnis CO/O, = 10 bis 20 
ist'. Arbeitet man bei dem Gesamtdruck einer Atmosphare, so mul 
man also mit dem Sauerstoffdruck bis auf 1/,) oder '/,, Atmosphire 
heruntergehen, um eine Hemmung durch Kohlenoxyd zu erzielen. Da 
es schwer ist, Gewebeschnitte so diinn herzustellen, daB bei diesen 
niedrigen Sauerstoffdrucken die Diffusion des Sauerstoffs zur Ver- 
sorgung der Zellen ausreicht, so kann im allgemeinen die Kohlenoxyd- 
wirkung nur an isolierten Zellen quantitativ untersucht werden. 

Ich habe auf Vorschlag von Herrn Warburg den Stoffwechsel der 
weiBen Blutzellen in Kohlenoxyd bei einem Verhaltnis CO/O, = 18 
gemessen und gefunden, dab die Atmung der Blutleucocyten und deren 
Vorstufen — der weifen Knochenmarkzellen —, sowie die Atmung 
der Blutplattchen gehemmt wird. Sehr stark wurde die Atmung der 
Knochenmarkzellen und Blutplittchen gehemmt, weniger stark die 
Atmung der Blutleucocyten. Wurde mit einer 75-Watt-Metallfaden- 
lampe in einigen Zentimetern Abstand belichtet, so sank die Atmungs- 
hemmung. Am besten reagierten auf Belichtung die Knochenmark- 
zellen und die Blutplattchen, die letzteren etwa ebenso wie Hefe. Da 
man Blutplattchen leicht in geniigender Menge beschaffen kann, so 
hat man in den Blutplittchen Kérperzellen, fiir die man das Ab- 
sorptionsspektrum des Atmungsferments ebenso*® wie fiir Hefezellen 
bestimmen kann. 


1 O. Warburg, diese Zeitschr. 189, 354, 1927. 
2 O. Warburg und E. Negelein, ebendaselbst 198, 339, 1928. 
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Versuchsanordnung. 

Das Versuchstier war die Ratte. Die Knochenmarkzellen wurden 
in Rattenserum, die Blutleucocyten und Blutplittchen in Ratten- 
citratplasma gemessen. Die Zellen wurden, wie in der vorhergehenden 
Arbeit beschrieben, gewonnen. 

Der Gasraum enthielt 5 Vol.-°;, Kohlensaure, 5 Vol.-°, Sauerstoff 
mit 90 Vol.-°,, Stickstoff oder mit 90 Vol.-°;, Kohlenoxyd. Statt die 
Abnahme der Atmung zu messen, war es bequemer, die Zunahme der 
aeroben Glykolyse zu messen. Ein drittes GefaB, dessen Gasraum 
5 Vol.-°,, Kohlensiure in gegliihtem Stickstoff enthielt, ergab die 
anaerobe Glykolyse, ein Vergleich der drei GefaBe, die immer gleiche 
Mengen Zellen enthielten, die GréBe der Atmungshemmung. 


Ergebnisse. 
Die experimentellen Einzelheiten findet man in den Protokollen |, 
2 und 3. Ein Versuch mit Blutplattchen ist in der Abbildung graphisch 
dargestellt. Auf der Abszissenachse sind die Zeiten, auf der Ordinaten- 
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Abb. 1. Glykolyse von 2.54 mg Blutplattchen (Trockengewicht) bei 38° in Citratplasma, 
1mm Druckinderung = 0.175cmm CO, = 0,7. 10-3 mg Milchsaure. 


achse die beobachteten Drucke aufgetragen. Die Neigung der Linien 
gegen die Abszissenachse ist ein MaB fiir die Glykolyse. Man sieht. 
daB die Glykolyse in Sauerstoff klein, in Kohlenoxyd unter sonst 
gleichen Bedingungen im Dunkeln groB ist (70°, des anaeroben Wertes). 
Belichtet man, so erleidet die Kohlenoxydkurve einen Knick, die 
Glykolyse sinkt von 70 auf 10°, der anaeroben Glykolyse und steigt 
bei Verdunkelung wieder auf den ersten Dunkelwert. 
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Protokolle. 
len Protokoll 1. 
Blutplaéttchen in Rattencitratplasma. 
t n 
8 $0/, COs, 5%) COs, : 
5° 9 COs in Luft) 50 Iie 90/5 No] 50 »'.!* 0° 5 CO} [5° o COg in Ng] 
On Trockengewicht 254mg | Trockengewicht 2,54mg Trockengewicht 2,54mg Trockengewicht 2,54 mg 
lie p= tg=677 tp=10 tg=7,05 Up=10 Ug = 669 Up=10 UZ =623 
ler ;, ; ‘ 
Ringer _ Ringer __ - Ringer _ Ringer 
om kos = 0,650 Keo, == 0,674 Keo. = 0,643 kes 0,602 
lie Au ) = 0179 Au 0,382 (4") 0.178 | Ju ain 
* A p/m Ap/m Ap/m Api 
Serum _ Serum _ Serum Serum _ -- 
Ky = 0,829 ky == 0,856 ky == 0,821 ky == 0,773 
dunkel 
1. nach 15’ + 0.5 mm + 2.0 mm +13 mm 18,5 mm 
h . 15° +05 , i « +18 . 19.5 , 
t hell 
rach 15’ 0 mm +15 mm + 4,0 mm + 20.5 mm 
» 0 ia +15 , +45 , 20.5 
dunkel 
nach 15’ 0 mm +1. mm + 11.5 mm + 20,5 mm 
. 1'4+05 , +10 , +120 , + 21,0 


Rattenleucocyten in 


Protokoli 2. 


Rattencitrat plasma. 





[5° COs, 
5‘ 0 Oz, 9 °/o No] 
Trockengewicht 1,40 mg 


tp = 109 tg= 7.05 


Ringer __ - 
keo, == 0,674 


lu 
{ ) = 0,169 
\ Ap, M 
Serur 
5 n 0,843 
dunkel 
pach 15’. . + 2.0 mm 
i ae | 2 
hell 
nach 15°. . . +2,0 mm 
— +20 , 
dunkel 
nach 15’. . . + 1,5 mm 


” 15’. a ee 2,0 


[5%o COs. 
5%o Oo, 0% CO} 


Trockengewicht 1,40 mg 


[5% CO, in Ng] 


Trockengewicht 1,40 mg 


Ur = 1.0 ty = 6.23 Up =10 Ue 6,69 
Aion — enn uBiow — 0.043 
Au ) 0162 Ju ) = 0,166 

Ap/u \Ap/ am 
KAsre™ = 0,764 Yore™ = 6,009 
+ 5,0 mm 10,5 mm 


+ 6,0 


+ 3,0 mm 
+35 , 


+ 5.5 mm 


6.0 , 


+95 


+ 11,0 


10.5 mm 


+ 10.0 


9.5 mm 


. 
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Protokoll 3. 





Stoffwechsel usw. 


Rattenknochenmarkzellen in Rattenserum. 





5°59 CO,, 


5%9 Og, 9%)y Ny 
Trockengewicht 3,38 mg 


Up=10 Ug -~ 7,05 
[Ringer = 0,674 


CO, 
‘Au 
= 0,112 
A Pp I 
—_ = 0,736 
dunkel 
nach 15’. + 6,5 mm 
aa +7,0 , 
hell 
nach 15’. . . +7.0 mm 
. w +70 , 


nach 15’ 


» 15’. 


dunkel 


+ 7.5 mm 
/ 


5%, COs, 
5% O, 9°, CO 


Trockengewicht 3,38 mg 


tp=10 te = 6,23 
Ringer _ 
keos = 0,602 
(4 ) = 0,108 
Ap’u 


Kerem — 0.710 


+ 20,5 mm 
+ 21.0 


5%9 CO, in N, 
Trockengewicht 3,38 mg 


Up=10 Ue = 6.69 
Eine — a4 
Au 
( ) = 0,110 
Ap/u 


Kerem — 0,753 


+ 28.5 mm 


+285 , 


+ 27.0 mm 


+ 27,5 


+ 26.5 mm 
- 26.0 


al 
in 


Sl 


ck 


ni 


sc 








Uber die Ernihrung yon Pflanzen mit Aldehyden. VIII. 


Von 
Th. Sabalitsehka. 
(Aus dem pharmazeutischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 4, April 1928.) 


In einem kritischen Referat der bisher vorliegenden experimentellen 
Beweise der Formaldehydassimilationshypothese* erwahnen J. Bodnar, 
L. BE. Réth und Cl. Bernauer auch wiederholt unsere Versuche iiber die 
Ernahrung von Pflanzen mit Aldehyden. Die Ausfiihrungen der ge- 
nannten Forscher regen zu einigen Bemerkungen an, die zugleich eine 
Erganzung unserer friiheren Mitteilungen bilden. 

Es war auch uns, als wir die Ernahrungsversuche* mit Form. 
aldehyd an den Pflanzen ausfiihrten, nicht entgangen, dab mit Hilfe 
der Farbung durch Jod eine Vermehrung der Starke bei der Form- 
aldehydzufuhr nicht festzustellen war, und zwar sowohl bei Tropaeolum 
und Phaseolus wie auch bei Elodea. Verschiedene Tatsachen und Uber- 
legungen hielten uns aber ab, in diesem Umstand einen Widerspruch 
zu der durch die chemische Untersuchung nahegelegten Verwertung 
des Formaldehyds zur Synthese héherer Kohlehydrate zu s2hen. 

Wenn diese Verwertung auch in den an der normalen C-Assimilation 
behinderten Pflanzen stattfindet, so konnten zur Vermeidung von Schadi- 
gungen der Pflanzen durch den an sich fiir Organismen giftigen Form- 
aldehyd nur so geringe Mengen desselben geboten werden, daB die Pflanze 
immer noch mehr oder weniger an Kohlehydratmangel litt. Es ist auch 
zu bedenken, daB die von uns untersuchten Blatter wahrend des Versuches 
sich dauernd an der Pflanze befanden, so da8 eine dauernde Weiterleitung 
der in den Chloroplasten gebildeten héheren Kohlehydrate stattfand. 
Nach F. Czapek* ist die in den Blattern durch die Blaufarbung mit Jod 
nachweisbare Chloroplastenstarke nur die physiologische Folge eines Uber- 
schusses an assimiliertem Material. Ebenso nimmt Jost® keinen direkten 


1 VIL. Mitteilung, diese Zeitschr. 176, 210, 1926. 

2 Ebendaselbst 190, 304, 1927. 

® Ber. d. Deutsch. Pharmaz. Ges. 32, 278, 1922; diese Zeitschr. 144, 
545, 1924; 172, 45, 1926. 

‘ F. Czapek, Biochem. d. Pflanzen 1, 481. Jena 1922. 

5 E. Strasburger, Lehrb. d. Bot., 8. 188. Jena 1911. 
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Zusammenhang zwischen Starkebildung und normaler C-Assimilation 

er sieht in der Starkebildung vielmehr die Folge einer gewissen Anhautf 
von Zucker. In der Annahme, da®B die mit Jod Blaufarbung gebende Star 
nur bei einem bestimmten UberschuB an Kohlehydrat auftritt, liegt viellejc|): 
auch eine Erklarung fiir die von J. Bednir, L. BE. Roth und Cl. Berna 
beobachtete Beschleunigung der Starkebildung bei normaler Assimilat i: 
wenn den Blattern vor oder neben dieser noch Formaldehyd = zugefiilrt 
wurde. Bezog das Blatt die Kohlehydrate aus der normalen Assimilat i 
und der Formaldehydzufuhr, so trat rascher Starke in mit Jod nachwe 
barer Form auf, als in dem unter denselben Bedingungen CO, assimilierenden 
Blatt ohne Formaldehydzufuhr; dagegen geniigte die alleinige For 
aldehydzufuhr tiberhaupt nicht zum Eintreten der fiir die sichtbare Stark: 
bildung notwendigen Kohlehydratanreicherung. 

Es ist heute tiber die Vorstufen der sich mit Jod blaufarbenden Chlor 
plastenstarke noch keine Klarheit, wahrscheinlich ist die Blaufarbuny 
aber nur dann deutlich erkennbar, wenn die Starkeeinlagerung im Chloro- 
plasten eine bestimmte Mindestgr6éBe erreicht hat. Fiir die aus den Reserve 
stoffbehaltern der Pflanzen isolierte Starke ist jedenfalls durch die Unter 
suchungen von E. Herzfeld und R. Klinge', W. Harrison*, C.J. Lintnes 
P. Karrer*, G. Malfitano und C. Catoire® und M. Samec® bekannt, dats 
sie nur unter bestimmten Bedingungen Blaufarbung gibt; diese Bedingungen 
werden von den Forschern teilweise verschieden angenommen, auf sie hier 
niher einzugehen, wiirde zu weit fiihren. Soeben wies iibrigens L. Rosen- 
thaler® auch fiir die Blaufarbung des Agars mit Jod nach, dab sie ebenfalls 
nur unter besonderen Bedingungen eintritt. AH. Melchior® tand in den 
Stengeln von Maregraviaceen eine Starke oder vielmehr der Starke abnliche 
Kérnchen, welche sich mit Jod nicht blau farben. Ferner hat die Be- 
richtigung der Angaben G. Wokers*® durch M. Jacoby sowie W. +. Kau/many 
und A. Lewite" gezeigt, daB Formaldehyd eine an sich mit Jod Blaufarbung 
gebende Starke so verindert, daB die Farbung unterbleibt.  W. +. AKau/- 
mann und A. Lewite fiihren dies auf eine Anderung des Dispersionsgrades 
der Starke durch den Formaldehyd zuriick. Es bestehen somit verschiedene 
Moéglichkeiten, das Ausbleiben der Blaufarbung mit Jod mit der Annahme 
einer Verwertung des Formaldehyds zur Synthese nicht nur stirke- 
ahnlicher Stoffe, sondern auch der Starke selbst in Einklang zu bringen. 


Wir verzichteten damals aber ausdriicklich auf jede Stellung 
nahme dazu, wieweit die von uns gefundene, in kaltem Wasser sich 
nicht lésende, nach der Hydrolyse durch Saure reduzierend wirkende 
Substanz tatsichlich Starke ist. Man wird annehmen diirfen, dab bei 


1 Diese Zeitschr. 107, 268, 1910. 

2 Zeitschr. f. Kolloidchem. 9, 5, 1911. 

Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 32, 633, 1909. 

Zeitschr. f. angew. Chem. 35, 89, 1922. 

5 C.r. 197, 1309, 1923. 

® Kolloidchem. Beih. 21, 55, 1925; C.r. 181, 477, 1925. 
Pharmaz. Zeit. 73, 77, 1928. 

* Ber. d. Deutsch. Bot. Ges. 42, 198, 1924. 

® B. 49, 2311, 1916; 50, 679, 1917; diese Zeitschr. 99, 307, 1919. 
© B. 52, 558, 1919. 

' B. 50, 198, 1917; 52, 616, 1919. 
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ion Kohlehydratumsetzungen im Pflanzenkérper zwischen dem lés- 
hen Zucker und der mit Jod sich blaufarbenden Starke und der 
(cellulose Zwischenprodukte auftreten; es sei nur an die Hemicellulose 
erimnert. Diese Annahme gilt nicht nur fiir die mit Formaldehyd be- 
indelte Pflanze, sondern auch fiir die zum Vergleich benutzte. Fanden 
wir doch auch in dieser stets bei der chemischen Untersuchung in 
kaltem Wasser unlésliche, nach der Saurehydrolyse reduzierende 
Bestandteile. Allerdings war auch sich mit Jod blaufarbende Stirke 
in den Blattern nach dem mehrtagigen Hungern immer noch in geringen 
Mengen vorhanden; neben anderen hat H. Ziegenspeck' dargetan, 
daB die Spaltéffnungsstirke sehr lange erhalten bleibt. Wir sahen in 
der Muttersubstanz des nach der Hydrolyse reduzierenden Anteils 
ein Gemisch verschiedener héherer Kohlehydrate, das nach seiner 


{ 


! 


Zusammensetzung der Starke wenigstens nahesteht, weshalb wir die 
vefundene Reduktion auf Starke umrechneten: wir betonten ausdriick- 
lich, daBb unter ,.Starke* hier nur die wasserunléslichen, sich bei Hydro- 
lvse wie Starke verhaltenden héheren Kohlehydrate zu verstehen 
seien. Entsprechend verfuhren wir bei der Bestimmung der wasser- 
léslichen Kohlehydrate, die wir ebenfalls zusammenfassend als Glucose 
herechneten, ohne iiber die eigentliche Zusammensetzung des zur 
Bestimmung benutzten Gemisches direkt reduzierender Zucker etwas 
aussagen zu wollen. Da wir nur Vergleichswerte anstrebten, diirfte 
beim Vorliegen geringer Mengen von Untersuchungsmaterial eine 
derartige Berechnung erlaubt sein, solange tiber die Zusammensetzung 
des jeweils zu bestimmenden Materials nichts Naheres bekannt ist; 
die von den Versuchen von J. Bodnar und seinen Mitarbeitern nunmehr 
zu erwartende Klarung ist sicher sehr zu begriiBen. Es sei noch darauf 
hingewiesen, daB wir mit der von uns gewahiten Methode zwischen 
Tropaeolum und Phaseolus ganz gleichmabig fiir die Formaldehyd- 
und die Kontrollpflanze einen wesentlichen Unterschied fanden; es 
war namlich bei Tropaeolum der ,.Starke-Gehalt erheblich héher als 
der ..Zucker**-Gehalt, bei Phaseolus war das Verhaltnis umgekehrt. 
Es blieb somit das spezifische Verhalten der Pflanzen unter der Ein- 
wirkung des Formaldehyds erhalten. 

Wir nehmen nicht an, dab die bei Formaldehydzufuhr gefundene 
Vermehrung des Trockensubstanzgehalts einerseits, und des ,.Zucker’*- 
und ,,Starke’*-Gehalts andererseits annahernd tibereinstimmen miissen. 

Die mit ,,Zucker und ,,Starke‘* besser versorgte Pflanze wird auch 
die Synthese anderer Inhaltsstoffe besser durchfiihren als die schlechter 
versorgte. Nimmt doch auch in dem normal assimilierenden Laubblatt 
die Trockensubstanz erheblich mehr zu als die Starke. Brown und Morris* 


1 Bot. Arch. 7, 251, 1924. 
2 Journ. Chem. Soe. 1893, S. 604. 
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fanden fiir | qm Helianthusblatter in 12 Stunden eine Zunahme an Trock 
substanz von 12 g, an Starke von 1,4 g. Auch das Verhaltnis zwischen «ie; 
Zunahme der Trockensubstanz und der Starke diirfte je nach dem Alte 
der Blatter und ihrem Zustande verschieden sein. 

Wenn wir seinerzeit die Wirkung des Formaldehyds gegeniiber pflanz 
lichen Fermenten zuerst an keimenden Samen und an der Hefegaruny 
priften, so galt es uns dabei vor allem, das Eintreten einer Stimulations- 
wirkung zu kontrollieren. Gerade bei keimenden Samen und bei der Garung, 
allerdings der zellfreien, hatte man von Stimulationswirkungen des Forn)- 
aldehyds berichtet. Es lag der Einwand nahe, daS eine derartige Stimulation 
auch die von uns beobachtete Erhéhung des Kohlehydratgehalts dure} 
den Formaldehyd verursacht habe. AuBer keimendem Samen und garender 
Hefe benutzten wir als Versuchsobjekte noch treibende Zweige, da bein 
kiinstlichen Friihtreiben der Zweige Stimulationsmittel haufig benutzt 
werden. Wir fanden bei unseren damaligen Versuchen zwar keine Stimiu- 
lation, daneben aber eine teilweise unerwartete Widerstandsfahigkeit de: 
Versuchsobjekte gegen Formaldehyd; die bei den verschiedenen Versuchis- 
objekten beobachtete Widerstandsfahigkeit pflanzlicher Fermente gegen. 


iiber Formaldehyd schien zu Riickschliissen auf das Verhalten anderer 


pflanzlicher Fermente, so auch der den Abbau der Kohlehydrate bewirkenden 
Fermente zu berechtigen. Trotzdem begniigten wir uns mit diesen Riick- 
schliissen nicht, sondern gingen auch dem EinfluB des Formaldehyds aut 
die normale Gas-Ausscheidung der Pilanze nach, allerdings nicht an Tro- 
paeolum, sondern an Elodea, die spaterhin der einfacheren Versuchs- 
methodik halber ausschlieBlich zu unseren Versuchen benutzt wurde. 
Auch dabei konnten wir keine Herabsetzung der Gasentwicklung durch di: 
Formaldehydkonzentration beobachten, welche den héchsten ,,Stérke* 
Gehalt bewirkt hatte. Wohl trat bei weiterer Steigerung des Formaldehyd- 
gehalts der Nahrlésung eine ginzliche Unterbindung der Gasentwicklung und 
eine schon auBerlich erkennbare Schaidigung der Pflanzen durch die zu hohe 
Formaldehydkonzentration ein, wobei aber auch der gefundene ,,Starke™ 
Gehalt wieder abnahm. Gerade diese Beobachtung berechtigte zu der An 
nahme, dai die bei geringerer, giinstigerer Formaldehydkonzentration ge- 
fundene Erhéhung des ,,Starke‘*-Gehalts nicht einfach mit einer Verhinderung 
des normalen Kohlehydratabbaues durch den Formaldghyd zu erklaren ist. 
Dieselbe Verminderung der dure’) die normale Assimilation und Atmung 
entwickelten Gasmengen beobachteten wir auch bei Acetaldehydkonzent ra 
tionen iiher 0,32°,, was in Ubereinstimmung steht mit der von J. Bodnir, 
L.E. Roth und Cl. Bernauer festgestellten ganzlichen Unterdriickung de 
Atmung durch eine mit 4° ,iger Acetaldehydlésung im Gleichgewicht 
stehende Atmosphaire. Von der Konzentration 0,32°, abwarts unterblieb 
aber die Stérung der normalen Gasentwicklung bei Elodea; trotzdem lag 
der héchste gefundene ,,Starke*‘-Gehalt gerade bei der Konzentration von 
0,32°,, bei den héheren Konzentrationen fiel er wieder, und war auch 
aéuBerlich eine starke Schaidigung der Pflanzen zu beobachten. Fiir die 
niederen Acetaldehydkonzentrationen diirfte ein Vergleich mit der Lahmung 
der pflanzlichen Fermente durch Toluol nicht zutreffen, wohl fiir die héheren. 
Es sei noch bemerkt, daB wir bei Propionaldehyd im Gegensatz zu Form- 
aldehyd und Acetaldehyd in keiner Konzentration eine Steigerung des 
, stairke*-Gehalts von Elodea feststellen konnten. 





me = 


wt tm af 2 











Physikalisch-chemische Untersuchungen bestrahlter Proteine. 


IV. Mitteilung!: 


Der EinfluB kurzwelliger Bestrahlung auf das Absorptionsvermégen des 
Serums und der Serumeiweifkérper im Ultraviolett. 


Von 
Mona Spiegel-Adolf. 


(Aus dem Laboratorium fiir Lichtbiologie und Lichtpathologie am physio- 
logischen Institut der Universitat in Wien.) 


(Eingegangen am 4, April 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer Arbeit von Spiegel-Adolf und Krumpel ist festgestellt 
worden, daB bestrahltes Seralbumin eine starkere Absorption im Ultra- 
violett (UV) hat als nicht bestrahltes. Uber die Bedeutung dieser 
Veranderung waren seinerzeit keine Vermutungen aufgestellt worden. 
Nur ein Hinweis wurde gebracht auf gewisse Ubereinstimmungen, 
welche zwischen derselben und dem von Abderhalden und Haas charak- 
terisierten Verhalten gewisser Dipeptide und ihrer Anhydride existiert. 
Es war ferner die Frage offengelassen worden, ob das beobachtete 
Verhalten des Seralbumins von der. Gegenwart des Luftsauerstoffs 
abhangig und fiir diesen Eiweibkérper charakteristisch sei, oder ob 
dasselbe auch bei den iibrigen Serumproteinen zur Beobachtung kommt. 
Endlich war von Hausmann und Spiegel-Adolf* die Vermutung zum 
Ausdruck gebracht worden, dab der von dem bestrahlten Eiweif aus- 
geiibte erhéhte Lichtschutz bei der Lichtgew6hnung eine Rolle spiele. 
Bei dieser mit allem Vorbehalt gemachten AuBerung war wissentlich 
auBer acht gelassen worden, daB die Verhaltnisse des Seralbumins nicht 
ohne weiteres auf diejenigen im Serum itibertragen werden kénnen. 
Wohl ist auf Grund von serologischen Versuchsergebnissen die Pra- 


! T. und II. Mitteilung dieser Reihe vgl. diese Zeitschr. 186, 181, 1927; 
190, 28, 1927. Die IIL. Mitteilung erscheint in der ,,Strahlentherapie*. 
2 W. Hausmann und M. Spiegel-Adolf, Klin. Wochenschr. 6, Nr. 46, 


S. 2182, 1927. 
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formierung der Seralbumine im Serum wahrscheinlich, jedoch beste!) 
immerhin die Méglichkeit, das durch Anwesenheit anderer Protei:y 
ihr eventuell antagonistisches Verhalten, oder durch den Einfly) 
anorganischer Serumbestandteile das oben erwihnte Verhalten des 
bestrahlten Seralbumins eine nicht im voraus zu bestimmende Mod; 
fikation erleidet. Eine Nachpriifung der Seralbuminversuche am Serum 
selbst erschien daher geboten. Um fiir das zu bestrahlende Serum 
ahnliche Bedingungen zu schaffen wie diejenigen, bei welchen seinerzeit 
die Bestrahlung des Seralbumins ausgefiihrt worden war, mubte ein. 
Serumkonzentration gewiaihlt werden, deren Eiweibgehalt ungefihy 
derjenigen entspricht, welche das fiir die Lichtschutzversuche ver 
wendete Seralbumin hatte. Einerseits haben namlich eigene quantitative 
Bestrahlungsversuche an Eiweibkérpern' gezeigt, dab bei héheren 
EKiweibkonzentrationen wahrscheinlich infolge gesteigerter Undurc) 
lissigkeit fiir kurzwellige Strahlen die Denaturierung des Proteins 
verzogert ist. Andererseits mui die Eiweibkonzentration so gewahit 
werden, dab bei der unbestrahlten Probe die biologisch wirksamen 
Strahlen gerade noch durchgelassen werden, damit eine Anderung 
des Absorptionsvermégens infolge von Bestrahlung auch noch auf 
anderem als spektrographischem Wege nachgewiesen werden kann 

Von dieser Uberlegung ausgehend, wurde humanes Serum auf 
das Zwanzigfache seines Volumens mit physiologischer Kochsalzlésung 
verdiinnt. Nach entsprechenden Vorversuchen konnte von einem 
Alkalizusatz? abgesehen werden, da die so erhaltene Lésung vollstindig 
klar war und auch nach vier- bis fiinfstiindiger Bestrahlungszeit blieb 
Die Bestrahlung wurde in durchsichtigen QuarzgefaBben unter Wasser 
kiihlung ausgefiihrt. Die Distanz vom Brenner betrug 25cm. Als 
Bestrahlungsquelle war nicht die in den friiheren Mitteilungen be 
schriebene, sondern ein Laboratoriumsmodell mit ganz neuem Brenner 
verwehdet worden. Nach vierstiindiger Bestrahlung vermochte weitere 
Bestrahlung durch eine Stunde keine Anderung des spektrographischen 
Bildes im UV mehr hervorzurufen. 

Da die spektrographische Untersuchung im vorliegenden Falle 
nicht die Ermittlung einzelner Spektren, sondern nur den Vergleich 
von solchen, die unter vergleichbaren Bedingungen gewonnen worden 


' Vgl. LIL. Mitteilung dieser Reihe, ,,Strahlentherapie™. 

2 Die durch den Alkalizusatz etwa bedingte Verschiebung des Ser 
albuminspektrums in den Bereich gréBerer Wellenlangen [vgl. z. B.C. Dhére, 
Recherches spectrographiques sur absorption des rayons ultra-violets pat 
les albuminoides, les proteides et leurs derivés. Thése, Fribourg (Suisse) 
1909] konnte fiir die vorliegenden Versuchsbedingungen entsprechend den 
spektrographischen Untersuchungsergebnissen von Spiegel-Adolf und 


Krumpel vernachilassigt werden. 
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Ziele hatte. so wurden 


waren, Zum 


Fluoreszenzschirm gestattete. 


dessen Stelle bei den vorliegenden 
Versuchen die Hg-Dampflampe trat 

Auf diese Weise hergestellte Auf 
erkennen, dal ver- 


nahmen lassen 


diinntes Serum nach Bestrahlung 
ebenso wie das seinerzeit untersuchte, 
in Laugen- oder Sauregegenwart be- 
strahlte Seralbumin 
seiner 
Teile des Spektrums zeigt. 
Hg-Spektrum zu 


die Grenze des Absorptionsspektrums 


i 


eine Erhéhung 
kurzwelligen 
Da das 


linienarm ist, um 


Absorption im 


mit Sicherheit bestimmen zu kénnen. 
sollen hier nur die Linien angegeben 
werden, welche von der betreffenden 
Fiweibprobe 
So kann man durch Vergleich 
des un- 


noch durchgelassen 


werden 
des Absorptionsspektrums 
hestrahlten Seralbumins mit dem- 
jenigen des Hg feststellen, dab ersteres 
206.7 mm durch- 
Probe ist 


312.5 mm 


noch die Linie bei 2 
labt. Bei der bestrahlten 
als letzte Linie nur mehr 2 

schwach sichtbar (vgl. Abb. 1). 


Aus den hier mitgeteilten Ver- 
suchen geht somit eine Uberein- 
stimmung im Verhalten von Ser- 
albumin und Serum hervor, welche 


in qualitativer Richtung wohl befriedigend zu nennen ware 
teaktion auch unter Bedingungen vor sich 


wird ersichtlich, dab die 


geht, die den biologischen weit niher kommen als diejenigen 


die 
inen Quarzspektrographen der Firma Zeiss ausgefiihrt 
er von Hausmann angegebenen Erginzung auch eine Untersuchung 
Aus gleichen Griinden konnte auch 
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Aufnahmen nur mit einem 


der zufolge 
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Abb. 1 


Spektrum 1 entspricht dem  unbe 
strahiten, Spektrum 2 dem bestrahlten 
verdunnten Serum, Spektrum 3 dem 
bestrahiten, Spektrum 4 dem _ un: 
bestrahiten Seralbumin bei Laugen 
zusatz, Spektrum 5 dem _ bestrahiten 
Spektrum 6 dem unbestrahlten Pseudo. 
globulin in Laugenyegenwart, Spek: 
trum 7 dem bestrahiten, Spektrum 5 
dem unbestrahiten Euglobulin. Spek- 
trum °% stellt das treie Spektrum der 
Quarzquecksilberdampflampe dar 


Des weiteren 


unter 


welchen die Seralbuminversuche ausgefiihrt worden sind (Verdiinnung 
mit physiologischer Kochsalzlésung an Stelle von Elektrodialyse und 
Zusatz von starken Laugen oder Sauren). Trotzdem lieen beide Fest- 


stellungen Erginzungen als wiinschenswert erscheinen 


Um wenigstens 


Anhaltspunkte fiir einen quantitativen Vergleich zwischen dem Ver- 


halten von bestrahltem Serum und Seralbumin zu erméglichen 


war 


eine erneute Untersuchung des Seralbumins bei Versuchsbedingungen 
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notwendig, die genau den beim Serum befolgten entsprechen. Feri er 
erscheint auch mit Riicksicht auf biologische Verhaltnisse die Ey t. 
scheidung geboten, ob die hier beobachteten Erscheinungen von cer 
Anwesenheit des Luftsauerstoffs abhangig waren oder nicht. Um 
beiden Zwecken zu geniigen, wurde Seralbumin mit Laugenzusatz 
bei N-Durchleitung bestrahlt und spektrographisch untersucht. Das 
zu diesem Versuch verwendete Praparat ist durch Am,SO,-Fraktio. 
nierung aus Pferdeserum hergestellt und mittels Dialyse und nach. 
folgender Elektrodialyse gereinigt worden. Der Eiweibgehalt betragt 
1.1°,, die Leitfahigkeit k— 6.50.10-*% Durch einen Vorversuch 
wurde festgestellt, daB bei verdoppelter Verdiinnung und einer KOH. 
Endkonzentration von 0,005 n des obigen Seralbumins dasselbe unter 
sonst genau vergleichbaren Versuchsbedingungen ein gleiches Absorp- 
tionsvermégen im kurzwelligen Teile des Spektrums aufweist, wie 
das zwanzigfach mit physiologischer Kochsalzlésung verdiinnte Serum 
Eine viertel Stunde vor der Bestrahlung wurde durch die Fliissigkeit N 
durchgeleitet, sie befand sich hierbei in einer durchsichtigen Quarz- 
eprouvette mit doppelt durchbohrtem Gummistopfen, durch welchen 
eine bis an den Boden reichende Glaskapillare und ein kurzes Rohrchen 
gefiihrt waren. Der N wurde einer mit Reduzierventil ausgestatteten 
Bombe entnommen. Um die Konzentration des diesem Gase erfahrungs- 
gemaB beigemengten Sauerstoffs tunlichst herabzusetzen, wurde der N 
zunaichst durch eine mit alkalischer Natriumhydrosulfitlésung  ver- 
sehene Wasserflasche und zum Zuriickhalten von etwa mitgerissenen 
Teilchen der Waschfliissigkeit durch eine mit destilliertem Wasser 
gefiillte Flasche geleitet. Die N-Durchstrémung wurde auch wahrend 
der darauf folgenden fiinfstiindigen Bestrahlung fortgesetzt. Die Fliissig- 
keit blieb dabei ebenso wie die seinerzeit in gewOhnlicher Atmosphare 
bestrahlte alkalische Eiweiblésung vollstandig klar. 

Die spektrographische Untersuchung der in N-Gegenwart be. 
strahlten Seralbuminlésung zeigt nun, daB dieselbe ebenso ein ge- 
steigertes Absorptionsvermégen fiir kurzwelliges Licht aufweist wie 
Seralbumin, das in O-Anwesenheit der Einwirkung der Quarz-Hg- 
Dampflampe ausgesetzt worden war. Die bei der Ultravioletteinwirkung 
in alkalischen Seralbuminlésungen hervorgebrachten Veranderungen, 
als deren Ausdruck das modifizierte Absorptionsvermégen erscheint, 


ist somit von der Gegenwart von Sauerstoff weitgehend unabhingig 
In voller Chereinstimmung mit dieser Tatsache erscheint auch der 
Nachweis, daB elektrolytfreies Seralbumin bei Bestrahlung mit ultra- 
violettem Lichte in N-Atmosphare koaguliert, und daB das so erhaltene 
Fallungsprodukt durch Behandlung mit verdiinnter Lauge ebensowenig 
wieder léslich wird, wie das in Gegenwart von Luftsauerstoff hergestellte 
Praparat. Auf die Wertung dieser Feststellung wird noch im weiteren 
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Verlauf dieser Darstellung zuriickgekommen werden. Vergleichen 
wir nun diese Befunde mit den an Serum erhobenen, so zeigt sich in 
quantitativer Hinsicht, da8 nach Bestrahlung die Absorption im Ser- 
albumin starker geworden ist als im Serum unter entsprechenden 
Versuchsbedingungen. So wird im Gegensatz zu letzterem die helle 
Linie bei 2 = 313,1 wu beim Seralbumin nicht mehr durchgelassen. 
Dieser Befund erscheint nicht ohne Interesse fiir das Verstandnis der 
Erscheinung, welche der vermehrten Lichtundurchlassigkeit nach 
Bestrahlung zugrunde liegt. Die Verainderungen, welche das Seralbumin 
bei Einwirkung von kurzwelligem Lichte erfahrt, auBern sich in physi- 
kalisch-chemischer Hinsicht in einer zunehmenden Dehydratation, 
welche sich in vermehrter Fallbarkeit gegeniiber Neutralsalzen und 
in einem schlieBlich totalen Verlust der Wasserlislichkeit AauBert. 
Diese Erscheinung, bei welcher das denaturierte Albumin einzelne 
Kigenschaften des Globulins annimmt, ist von verschiedenen Autoren 
direkt als Umwandlung des Albumins in Globulin aufgefabt worden. 
Ohne hier auf diese Fragen niher eingehen zu wollen, die wahrscheinlich 
einer einseitig physikalisch-chemischen Deutung nicht zugianglich sind, 
ware es immerhin méglich anzunehmen, daB auch beziiglich des Absorp- 
tionsspektrums eine Angleichung des lichtveranderten Albumins an 
das Globulin erfolgt. Diese Annahme wire an sich nicht unmdglich, 
nachdem in mehreren Untersuchungen, besonders von Abderhalden', 
gezeigt worden ist, da8 nicht nur tiefgreifende chemische Veranderungen, 
sondern auch solche, welche bei Behandlung des Proteins mit ver- 
diinnten Séuren und Laugen beim Erbitzen eventuell zu erwarten sind, 
nimlich Umlagerungen aus der Keto- in die Enolform, Anhydrid- 
bildung das Absorptionsspektrum von Aminosiiuren und 2, 5-Dioxy- 


piperazinen verandern. 


Qualitative Verschiedenheiten der Spektren der eirzelnen Eiweib- 
kérper untereinander scheinen nicht zu existieren. So hebt Dhéré 
hervor, daB die Globulinspektren sich scheinbar nicht mehr von denen 
des Albumins unterscheiden, als solche des Ser- und Ovalbumins 
untereinander. Lewis? hat in quantitativer Beziehung das Absorptions- 
vermégen des Blutserums und seiner einzelnen Bestandteile fir kurz- 
welliges Licht untersucht und festgestellt, daB in dieser Hinsicht das 
Gesamtserum einen Mittelwert zwischen seinen einzelnen Bestandteilen 
annimmt, insofern das Absorptionsvermégen des reinen Seralbumins 
niedriger, dasjenige des Pseudoglobulins etwas héher liegt, die héchsten 
Werte jedoch vom Euglobulin erreicht werden. Unter der Voraus- 

1 E. Abderhalden und R. Haas, Zeitschr. f. physiol. Chem. 155, 195 


200, 1926. 
2 S.J. Lewis, Proc. Roy. Soc. London, Series B, 98, 178, 1921/22. 
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setzung also, daB sich bei der Lichtdenaturierung das Absorpticns. 
vermégen der wasserléslichen Fraktionen demjenigen des Globulins 
angleiche, wire sowohl die Beobachtung verstandlich, daB das Ser. 
albumin nach Bestrahlung eine Steigerung seines Absorptionsverméyens 
erfahrt, ais auch die Tatsache, daB Serum nach Einwirkung kurz. 
welliger Strahlen eine geringere Steigerung seiner Absorption aufweist 
als das Seralbumin allein. Die gemachte Annahme wiirde aber auch 
bestatigen, daB das an und fiir sich starker absorbierende Pseudo. 
globulin bei Bestrahlung eine geringere Anderung aufweist als Ser. 
albumin und Serum, und dab die geringste Modifikation, falls iiber. 
haupt eine solche erfolgt, das Euglobulin aufweisen miiBte. Zur Nach 
priifung der gemachten Hypothese wurde daher Pseudoglobulin in 
Laugengegenwart und Euglobulin in Neutralsalzlésung vor und nach 
einer mit der obigen vergleichbaren Bestrahlung mit kurzwelligem 
Lichte einer spektrographischen Untersuchung unterzogen. 


Das Pseudoglobulin war, wie in einer friiheren Arbeit! beschrieben. 
aus Serum nach iiblicher Fraktionierung dargestellt und mittels Dialyse 
und Elektrodialyse gereinigt worden. Sein Gehalt betrug 1°, seine 
Leitfahigkeit 3,7 .10-*. Das Euglobulin war ebenfalls nach Frak. 
tionierung mittels Dialyse und Elektrodialyse behandelt, hernach 
getrocknet, pulverisiert worden, und schlieBlich waren 2g davon in 
n/100 NaOH in Lésung gebracht worden. Wahrend das Pseudoglobulin 
in gleicher Konzentration wie das Seralbumin verwendet werden konnte 
war die Undurchlassigkeit der Euglobulinlésung so groB, dab die 
urspringliche Lésung im Verhaltnis 1:7 mit Wasser verdiinnt werden 
muBte. 


Vergleicht man nun die betreffenden Spektren dieser Eiweil- 
kérper vor und nach der Bestrahlung mit kurzwelligem Lichte mit 
den oben besprochenen von Serum und Seralbumin unter gleichen 
bzw. ahnlichen Versuchsbedingungen, so zeigt sich, daB das Pseudo. 
globulin nach Bestrahlung eine geringere Veranderung erfahrt als das 
Seralbumin ; wahrend bei letzterem die Linie bei 313,1 uy ausgeléscht 
‘erscheint, ist sie beim bestrahlten Pseudoglobulin noch sichtbar, ahnlich 
wie im Absorptionsspektrum vom bestrahlten Serum. 


Am auffalligsten gegeniiber den vorliegenden Befunden erscheint 
jedoch das Verhalten des Euglobulins. Dieses zeigt nach fiinfstiindiger 
Bestrahlung keine Anderung seines Absorptionsvermégens. Diese 
Feststellungen waren somit durchaus mit der Vorstellung vereinbar. 
daB bei der Lichtdenaturierung in ahnlicher Weise wie eine Anzabi! 
anderer Eigenschaften das Absorptionsvermégen der wasserkislichen 


1 M. Spiegel-Adolj, diese Zeitschr. 180, 395, 1927. 
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Proteine sich demjenigen des Euglobulins nahert. Es erscheint ver- 
standlich, daB bei dem in normalem Zustande die geringste Absorption 
aufweisenden Albumin die Anderung am ausgiebigsten sein muB, 
wahrend sie beim Pseudoglobulin, das an und fiir sich schon ein starkeres 
Absorptionsvermégen aufweist, in kleinerem MaBe erfolgt. Das Serum 
zeigt infolge seiner Zusammensetzung aus allen drei Eiweibstoffen 
naturgem&B auch in dieser Hinsicht ein mittleres Verhalten. 


Bevor an eine nahere Betrachtung dieser Erscheinung gegangen 
werden soll, seien hier noch Versuche erwaihnt, die zum Zwecke einer 
Kontrolle der spektrographischen Befunde ausgefiihrt worden sind. 
In der eingangs angefiihrten Arbeit von Hausmann und Spiegel- Adolf 
war gezeigt worden, daB8 die Wbereinstimmung zwischen den Ergeb- 
nissen der spektrographischen und gewissen biologischen Untersuchungs- 
methoden eine so befriedigende war, daB die letzteren wohl geeignet 
sein diirften, eine erste Orientierung tiber die Absorption kurzwelliger 
Strahlen in einem Gebiet bestimmter Wellenlainge zu gewinnen. Einer- 
seits erschien eine Nachpriifung dieser Verhiltnisse wiinschenswert, 
andererseits war es im Interesse der vorliegenden Untersuchung ge- 
legen, die mit Hilfe des Spektrographen festgestellten Befunde mit 
einer ganzlich davon verschiedenen und davon unabhingigen Methode 
nachzupriifen. 

Zu diesem Zwecke wurde in ganz ahnlicher Weise wie in der Arbeit 
mit Hausmann der Lichtschutz gepriift, den die hier untersuchten 
EiweiBlisungen bei geeigneter Zwischenschaltung biologischen Objekten 
gewihren. Als solche wurden zunachst statt der menschlichen Haut 
mit Bac. prodigiosus hergestellte Bakterienplatten verwendet. S. Bang! 
hat gezeigt, daB bei der Abtétung der genannten Bakterienart Strahlen 
ganz ahnlicher Wellenlainge in Betracht kommen wie diejenigen, welche 
an der Haut Erythem und Pigmentierung erzeugen. Bei diesen Objekten 
liegt das Optimum der wirksamen Strahlen bei etwa 300 wus, ein Unter- 
schied besteht nur darin, daB mit weiter abnehmender Wellenlange 
die Erythem erzeugende Fahigkeit rasch abnimmt, wahrend die zer- 
stérende Wirkung auf Bac. prodigiosus weiter besteht. Da es sich bei 
den hier untersuchten EiweiB8lésungen hauptsachlich um ein unter 
dem EinfluB der Bestrahlung erfolgendes Verschwinden der Durch- 
lassigkeit des Strahlenbezirks um 300 handelt, schien das genannte 
biologische Objekt fiir die geplanten Untersuchungen geeignet zu sein. 
Bei den Versuchen mit Bac. prodigiosus erwies sich das folgende Ver- 


1 S. Bang, Verh. d. klimat. Tagung in Davos 1925, 8. 252. Basel, 


B. Schwabe u. Co. Nach neuesten Angaben von C. Sonne (Strahlentherapie 
28, 45, 1928) liegt das Abtétungsoptimum fiir Bact. coli erst bei etwa 
A= 265 wu. 
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fahren als das zweckmabigste. Je eine frische, etwa ein- bis dreima! 
24stiindige Schragagarkultur von Bac. prodigiosus wurde mit 3 ccm 
physiologischer Kochsalzlésung abgeschwemmt, nach _ griindlichen 
Vermischen durch Schiitteln in einem Kélbchen mit einer Eprouvette 
verfliissigten 3°, igen Agar in Platten gegossen. Nach Erstarren de: 
Platte wurde die mit den zu untersuchenden Eiweiblésungen beschickte 
Kiivette direkt darauf gestellt. Die letztere bestand, wie schon in ce 
oben erwaihnten Arbeit mit Hausmann beschrieben worden ist, avs 
einem etwa lcm hohen Glaszylinder von 2 cm Durchmesser, der, mit 
einer senkrechten Scheidewand versehen, auf einer durchsichtigen gréBeren 
Quarzplatte aufgekittet ist. Die Bestrahlungsversuche wurden in der 
Weise ausgefiihrt, daB in die beiden Abteilungen der Kiivette je eine 
Probe des bestrahlten und des unbestrahlten EiweiBes, also im vor- 
liegenden Falle Serum, Seralbumin, Pseudoglobulin und Euglobulin in 
der bei der spektrographischen Untersuchung verwendeten Kon. 
zentration eingefillt wurde. Die Bakterienplatte samt Kiivette wurde 
in 40cm Entfernung von der Quarz-Hg-Dampflampe (Bach, Héhen. 
sonne ohne untere Halbkugel, nicht mehr neuer Brenner) durch je 
30 Minuten bestrahlt, wobei besonders auf den senkrechten Strahlen- 
einfall geachtet wurde. Ein Teil der Platte wurde sorgfaltig abgedeckt 
so daB stets zur Kontrolle ein von der Ultravioletteinwirkung geschiitzter 
Bezirk vorhanden war, dessen spiteres Bakterienwachstum als norma! 
bezeichnet werden durfte. 18 bis 24 Sturiden nach der Bestrahlung 
boten die Platten im allgemeinen das folgende Bild: Die abgedeckten 
Teile der Platte, sowie diejenigen, welche unter der Glaswand der 
Kiivette sowie unter deren Glasscheidewand gelegen waren, zeigten 
dichtes Wachstum, die Platte ist an diesen Stellen, gegen das Licht 
gehalten, vollkommen undurchsichtig, in einzelnen Fillen ist gerade 
in den unter den Glasteilen gelegenen Partien die Pigmentbildung 
besonders reichlich. Die unter der Quarzplatte allein gelegenen Bezirke 
sind dagegen durchsichtig geblieben. Die unter den bestrahlt gewesenen 
EiweiBlésungen gelegenen Partien der Platte weisen im allgemeinen 
ein starkes Bakterienwachstum auf, das in manchen Fallen nur wenig 
hinter demjenigen, das die durch die Glasanteile geschiitzten Bezirke 
aufweisen, zuriickbleibt. Der Lichtschutz, den die unbestrahlt ge- 
wesenen Eiweiblésungen der Bakterienplatte bieten, ist in allen Fallen 
mit Ausnahme der des Euglobulins, wo ein Unterschied nicht nach- 
weisbar war, deutlich geringer als derjenige der bestrahlt gewesenen 
Lésungen. Wahrend ein Vergleich der Intensitét des Bakterien- 
wachstums der unter den bestrahlt oder unbestrahlt gewesenen Eiwei)- 
lésungen befindlichen Partien untereinander schon wegen der Un.- 
méglichkeit der exakten Reproduktion der Versuchsbedingungen 
(Schwankungen der Intensitat der Beleuchtungsquelle, der Virulenz 
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der Bakterien usw.) untunlich erschien, zeigte sich deutlich eine Ab- 
nahme der Differenz, welche das Bakterienwachstum unter der be- 
strahlten und unbestrahlten: Probe desselben Proteins aufweist, in der 
Reihe Seralbumin, Serum, Pseudoglobulin, Euglobulin. | Wahrend 
also besonders deutlich bei Seralbumin und bei Serum die halbmond- 
formigen Aufhellungen unter den nicht bestrahlten Proben gegen die 
dichtbewachsenen Teile unter den bestrahlten Proteinen kontrastierten, 
war beim Euglobulin iiberhaupt kein Unterschied zwischen den unter 
beiden Kiivettenanteilen gelegenen Partien wahrnehmbar. Gegen 
diesen letzten Versuch war immerhin der Einwand miéglich, daB die 
Ausgangskonzentration zu hoch gewahlt worden sei und somit schon 
die unbestrahlte Lésung annihernd kompletten Lichtschutz gewahre, 
so daB naturgemaB kein Unterschied gegeniiber der bestrahlten Probe 
nachgewiesen werden kénne. Aus diesem Grunde wurde noch eine 
Versuchsreihe mit dem auf sein doppeltes Volumen mit destilliertem 
Wasser verdiinnten, bestrahlten und nicht bestrahlt gewesenen Globulin 
ausgefiihrt. Es ergaben sich nun tatsichlich Differenzen gegeniiber 
dem friiheren Versuch in dem Sinne, als nun beide Proben, die vor- 
bestrahlte und die genuine, durchlassig fiir die das Bakterienwachstum 
hemmenden Strahlen geworden waren. Differenzen zwischen dem 
Verhalten der bestrahlten und der nicht bestrahlten Euglobulinlésung 
im Sinne einer verringerten Durchlissigkeit der ersteren lieBen sich 
aber auch in diesem Falle nicht nachweisen. 


SchlieBlich wurden noch die analogen Versuche an Blutagar- 
platten ausgefiihrt. Beziiglich der befolgten Methode sei auf die Mit- 
teilung von Hausmann und Spiegel-Adolf verwiesen. In ahnlicher 
Weise, wie in dieser Arbeit die Erythem- und Hiamolyseversuche weit- 
gehende Ubereinstimmung zeigten, konnten auch in der vorliegenden 
Untersuchung, gemiB den Angaben von Bang, die an den Bakterien- 
platten gewonnenen Ergebnisse durch Himolyseversuche bestatigt 
werden. Allerdings brauchten die letzteren lingere Zeit zu ihrem 
Gelingen als die Versuche mit der Bakterienplatte, doch sei hier daran 
erinnert, daB auch die gleiche Beobachtung beim Vergleich von Erythem- 
und Hamolyseversuchen seinerzeit gemacht werden konnte, was nach 
den Befunden von Sonne danach erklirt wurde, da} das Optimum der 
hamolysierenden Wirkung erst bei 240 ju liegt. 


Vergleichen wir nun die Resultate der spektrographischen Unter- 
suchung mit denjenigen der biologischen Methodik, so lassen sich die 
friiher gemachten Feststellungen hinsichtlich der Ubereinstimmung der 
Ergebnisse dieser beiden Methoden von neuem in erweitertem Ausmal 
mit Ausdehnung auf die bakterientétende Wirkung gewisser Strahlen 
bestatigen. Andererseits war im vorliegenden Falle bei der Linienarmut 
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des Hg-Spektrums die Kontrolle durch den biologischen Versuc} 
besonders erwiinscht. Als Ergebnis der vorliegenden Untersuchung 
scheint somit hervorzugehen, daB die wasserléslichen Proteine unter 
Einwirkung der Bestrahlung mit kurzwelligem Lichte eine Verstarkung 
ihres Absorptionsvermégens im kurzwelligen Anteil des Spektrums 
erfahren, wodurch dieses letztere eine gewisse Angleichung an dasjenige 
der a priori starker absorbierenden, wasserunldéslichen Euglobuline 
erfahrt. Es muB8 jedoch ausdriicklich hervorgehoben werden, dab an 
einen Identifizierungsversuch der beiden Spektren schon im Hinblick 
auf die nur eine erste Orientierung gestattenden Untersuchungsergebnisse 
hier gar nicht gedacht wird, derselbe jedoch einer spateren Unter. 
suchung mit vervollkommneter Methodik vorbehalten bleiben soll. 
Hier sollen nur kurz die Méglichkeiten angedeutet werden, welche zur 
Erklarung der beobachteten Erscheinung herangezogen werden kénnen. 
Da jedoch die hier gebrachten Spektrogramme nicht geeignet sind, 
irgend eine Aussage iiber die Lage einzelner, vielleicht fiir den chemischen 
Aufbau der EiweiBmolekiile charakteristischer Absorptionsbanden zu 
machen, die rein chemischen Veranderungen, welche ein Protein bei 
der Bestrahlung erfahrt, noch unbekannt sind, eine chemische Deutung 
der EiweiBspektra noch aussteht, so soll sich das hier Gesagte lediglich 
auf das gesteigerte Endabsorptionsvermégen der bestrahiten Proteine 
beziehen. Bereits in der II. Mitteilung dieser Reihe ist, wie eingangs 
erwahnt, die Méglichkeit angedeutet worden, dab in Analogie zu Be- 
funden von Abderhalden und Haas' an Aminosiuren die gesteigerte 
Absorption ihre Ursache in einer Anhydridbildung hat. Falls nun 
diese Voraussetzung den Tatsachen entspricht, so miiBten andere 
Denaturierungsvorgange an wasserléslichen Proteinen, welche ebenfalls 
mit einer Anhydridbildung verbunden sind, gleichfalls eine Verstarkung 
der Absorption dieser Proteine bedingen Nach eigenen Untersuchungs- 
ergebnissen sind nun die Vorgange bei der Hitzedenaturierung der 
Proteine wahrscheinlich mit Anhydridbildung der letzteren verbunden, 
und noch nicht veréffentlichte Untersuchungen, gemeinsam mit 
O. Krumpel, lassen tatsichlich eine Verstaérkung des Absorptions- 
vermégens der in Alkaligegenwart erhitzten und somit gemaB den 
friiheren Untersuchungsergebnissen denaturierten Seralbuminlésungen 
erkennen. Jedoch scheinen diese Anderungen des spektralen Absorp- 
tionsvermégens weit geringer zu sein als die entsprechenden nach der 
Bestrahlung, was wiederum in Ubereinstimmung zu den friiher ge- 
machten Befunden steht, nach welchen der letztere Denaturierungs- 
modus tiefer gehende Veranderungen bedingt. 


1 E. Abderhalden und R. Haas, Zeitschr. f. physiol. Chem. 155, 195, 
1926; 160, 256, 1926. 
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Die Tatsache, daB das Zustandekommen der Anderung des Absorp- 
tionsspektrums des bestrahlten Seralbumins auch in N-Atmosphire 
erfolgt, scheint jedenfalls dagegen zu sprechen, daB die Veranderung, 
die diesem ProzeB zugrunde liegt, eine Oxydation sei. Denn selbst 
unter der Annahme, dab die O-Ausschaltung nicht vollstandig gelungen 
sei, erscheint es doch auffallend, daB sich auch quantitativ (Koagula- 
tionsdauer, spektrale Absorption, Unléslichkeit des Koagulats) keine 
Unterschiede gegeniiber den in normaler Atmosphire erzielten Be- 
funden nachweisen lassen. Diese Feststellung ist jedenfalls nicht ohne 
Interesse gegeniiber den Versuchsergebnissen von Harris', welcher 
eine Sauerstoffaufnahme bei der Bestrahlung von Serum und Plasma 
mit Hilfe der Quarzquecksilberdampflampe nachgewiesen hat, es 
aber ausdriicklich unentschieden laBt, ob dieser Vorgang mit der Protein- 
lichtfallung kausal verkniipft ist oder nicht. Auch gegeniiber den 
theoretischen Ausfiihrungen von Lewis?, welcher bei der Hitze- 
denaturierung von EiweiBkérpern gerade das Eintreten von Oxydationen 
als wesentlich fiir das Unléslichwerden der Albumine auffabt, dirften 
die vorliegenden Feststellungen nicht ohne Belang sein. Allerdings 
muB vorderhand auf Grund der eigenen Befunde und noch unveréffent- 
lichten Materials an der Verschiedenheit der durch Ultraviolett oder 
Hitzeeinwirkung entstandenen EiweiBdenaturierungsprodukte  fést- 
gehalten werden. 


SchlieBlich besteht noch die Méglichkeit, die vorliegende Frage- 
stellung von einem anderen, namlich rein kolloidchemischen Standpunkt 
aus zu betrachten. Nach dem iibereinstimmenden Ergebnis ver- 
schiedenster Untersuchungsmethoden steigt das Molekulargewicht in 
der Richtung Albumin— Pseudoglobulin— Euglobulin; es nimmt somit 
in der gleichen Reihenfolge zu wie das Absorptionsvermégen im kurz- 
welligen Strahlenbezirk. Dieses Verhalten ist somit in guter Uber- 
einstimmung zu der Annahme von Wo. Ostwald*, nach welcher sich 
die ultraviolette Ausléschung mit abnehmendem Dispersitatsgrad nach 
den gréBeren Wellenlingen ausbreitet. Die Veranderungen, welche 
durch Bestrahlung mit kurzwelligem Lichte in kolloiden Lésungen 
hervorgebracht werden, bewirken wohl, soweit sie keinen direkten 
Abbau der Teilchen herbeifiihren, eine Vergréberung derselben. Es 
ware immerhin méglich, daB ein Teil des Absorptionszuwachses auf 
die Anderung des Dispersitatsgrades der EiweiBlosungen zuriickzufiihren 
wire. Diesbeziigliche Versuche an nach Menz in verschiedener Kon- 


1 D. Th. Harris, Biochem. Journ. 20, 1926. 
2 W.C. M. Lewis, Zeitschr. f. physik. Chem. 180, 345, 1927. 
* Wo. Ostwald, Licht und Farbe in Kolloiden. Dresden und Leipzig 


1924. 
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zentration gealterter Gelatine und danach verschieden disperser Gelatin 
haben in gemeinsamen Versuchen mit Krumpel wegen des geringfiigigen 
Absorptionsvermégens dieses Proteins noch zu keinen eindeutigen 
Ergebnissen gefiihrt, werden jedoch derzeit an anderem Material fort- 
gefiihrt. Eine Stiitze fiir die Auffassung, daB die bei Proteinen unter 
dem Einflu8 von kurzwelligem Licht entstehende Absorptionsvermehrung 
nicht als eine len Proteinen allein zukommende Eigentiimlichkeit z1 
betrachten, sondern wahrscheinlich von weiteren kolloidchemischen 
Gesichtspunkten zu interpretieren ist, scheint die Tatsache zu bieten. 
daB gewisse Glassorten, welche in neuem Zustande kurzwellige Strahlen 
durchlassen, diese Eigenschaft unter dem EinfluB von kurzwelligem 
Lichte in gréBerem oder geringerem MaBe einbiiBen. 


Zusammenfassung. 


1. Gegenstand der vorliegenden Mitteilung bildet die Unter- 
suchung des Serums und der SerumeiweiBkérper vor und nach der 
Bestrahiung mit der Hg-Dampflampe beziiglich ihres Absorptions- 
vermégens im kurzwelligen Teile des Spektrums. 


2. Es wird der Nachweis erbracht, daB die seinerzeit von S piegel- 
Adolf und Krumpel festgestellte Zunahme des Absorptionsvermégens 
von bestrahltem Seralbumin von der Gegenwart des Luftsauerste*fs 
weitgehend unabhangig ist; Seralbumin, welches in N-Atmosphire ge- 
halten wurde, zeigt quantitativ und qualitativ die gleichen Verinde- 
rungen und das unter gleichen Versuchsbedingungen zur Koagulation 
gebrachte, elektrolytfreie Seralbumin bleibt auch nach Laugenbehand- 
lung unléslich. 

3. Mittels spektrographischer Untersuchung wird gezeigt, dal 
sowohl mit physiologischer Kochsalzlésung verdiinntes Serum als 
auch bei Gegenwart von Laugenzusitzen bestrahltes Pseudoglobulin 
nach der Bestrahlung eine Zunahme -der Absorption ergibt. Beim 
Euglobulin konnte unter den gewahlten Versuchsbedingungen eine 
solche Veranderung nicht nachgewiesen werden. 


4. Im Vergleich zum Absorptionsvermégen der genuinen Eiweil- 
lésungen scheint die Zunahme, welche dieses nach Bestrahlung 
erfahrt, in einer bestimmten Reihenfolge abzunehmen, namlich 
Seralbumin— Serum — Pseudoglobulin— Euglobulin, welche derjenigen 
des absoluten Absorptionsvermégens dieser Proteine entgegengesetzt 
verlauft. 


5. Die genannten Lésungen wurden im unbestrahltea und be- 
strahlten Zustande gegeniiber Bakterien- und Blutagarplatten auf 
ihre Durchlassigkeit gegeniiber kurzwelligem Licht gepriift. Die auf 
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diese Weise gewonnenen Resultate stehen in voller qualitativer und 
. . s . . . . 
yuantitativer Ubereinstimmung mit den spektrographisch gewonnenen 


Ergebnissen. 


Die Untersuchungen werden in verschiedener Richtung fortgesetzt. 
Bei den spektrographischen Untersuchungen wurde ein Apparat ver- 
wendet, welcher Prof. Hausmann von der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft leihweise iiberlassen wurde. Dieser, sowie Herrn Prof. 
Ing. O. Krumpel, der mir bei der Herstellung der Aufnahmen seine 
wertvolle Hilfe zur Verfiigung stellte, sei an dieser Stelle der aufrichtige 
Dank der Verfasserin ausgesprochen. 


Biochemische Zeitschrift Band 197. 14 








Quantitative Enzymbestimmungen an Mikroorganismen. 


II. Mitteilung: 


Uber die Einwirkung einiger Faktoren auf den Katalasegehalt der Bakterien. 


Von 


Artturi I. Virtanen und A. 0. Winter. 


(Aus dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio m. b. H. 
Helsinki.) 


(Eingegangen am 4. April 1928.) 


In der I. Mitteilung dieser Serie hat der eine von uns mit H.Kar- 
strém' die Methodik zur Bestimmung des Katalasegehalts der Bakterien 
ausgearbeitet und zugleich festgestellt, daB die Katalasewirksamkeit 
der Bakterien durch den Quotienten 


Reaktionskonstante K 
Zellenzahl 


charakterisiert werden kann. Bei demselben Bakterium fand man 
nach jahrelanger Ziichtung diesen Quotienten unverandert, ein Beweis 
fiir die groBe Bestandigkeit des Katalasegehalts der Bakterienzellen 
Bei diesem Sachverhalt war es sehr interessant, den EinfluB ver. 
schiedener Faktoren auf den Katalasegehalt der Zellen zu studieren 
und dadurch méglicherweise ein wenig Licht auf die Bildung der 
Katalase zu werfen. 

Die vorliegende Mitteilung berichtet tiber Versuche, die mit dem 
schon in der fritheren Abhandlung erwahnten Kolistamm I aus- 
gefiihrt worden sind. Wir haben die Einwirkung der Wasserstoffionen 
konzentration, der Eisenkonzentration, verschiedener Kohlen- und 
Stickstoffquellen sowie des aeroben und anaeroben Wachstums auf den 
Katalasegehalt der Zellen untersucht. 

Die angewandte Methodik war genau dieselbe wie bei der ersten 
Arbeit. Die Bakterien wurden aus den Kulturen abzentrifugiert, mit 


1 Virtanen und Karstrém, diese Zeitschr. 161, 9, 1925. 
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Wasser griindlich gewaschen, nochmals abzentrifugiert und in einer 
m 150 Phosphatlésung von py = 6,5 suspendiert. Diese Lésung wurde 
dann bei den Katalasebestimmungen benutzt. Die Bestimmungen 
fanden stets bei 0° in einem m/150 Phosphatpuffer von py = 6,5 statt. 
Die Lésung war n/10 an H,O,. Die Bakterienzahlung erfolgte in der- 
selben Weise wie friiher. Zu erwahnen ist, daB wir fiir B. coli 1 jetzt, 
obwohl es schon iiber 2 Jahre in unserer Kultursammlung in zucker- 
freier Bouillon geziichtet worden ist, praktisch denselben Wert fiir den 
Quotienten wie bei der ersten Untersuchung gefunden haben. 


Der Quotient wurde in der ersten Mitteilung mit dem 


k 
Zellenzahl 
Ausdruck Kat. f bezeichnet. Nun charakterisiert v. Euler! die Aktivitat 
der Enzympraparate und Lésungen durch die Ausdriicke 

kL 
ef = Rea — ’ 
g Enzympraparat 
kX g Substrat 


a alka g Enzympraparat’ 


wobei also immer die Reaktionsgeschwindigkeit pro Gramm Trocken- 
gewicht berechnet wird. 

Fiir die Charakterisierung der enzymatischen Wirksamkeit lebender 
Zellen schlagt er dagegen die Ausdriicke 


k 
71° = Zellenzahl’ 
sia al kX g Substrat 
2 Zellenzah!) 


vor. 

Der Buchstabe v statt des Buchstaben / bezeichnet also, dal die 
enzymatische Wirksamkeit pro Zelle berechnet ist. Um Einheitlichkeit 
in der Bezeichnungsweise zu erreichen, folgen wir gern dem Vorschlag 
Eulers und bezeichnen von nun an den Quotienten fiir die katalatische 


k 
Bakterientatigkeit Zellenzahl mit Kat. v anstatt Kat. /. 
1. Die Einwirkung der Wasserstoffionenkonzentration auf die Katalasebildung. 


Die Wachstumsgrenzen des B. coli sind nach K. Scheer® py 4,8 
und 9,3. Das B. coli wachst somit in einem verhaltnismabig weiten 


1 Siehe v. Euler und Josephson, B. 59, 770, 1926. 
2 Diese Zeitschr. 130, 545, 1922. 
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pu-Gebiet und ist deshalb zur Untersuchung der vorliegenden Fraye 
gut geeignet. 

Die Bakterien wurden stets in einer Nahrlésung geziichtet, die 5 » 
Pepton und 0.5 g Ammoniumsulfat enthielt und sorgfaltig geklirt war 
Die py-Serien wurden durch Hinzufiigung von Ammoniak bzw. Schwefel. 
siure angeordnet. Die Ziichtungstemperatur betrug immer 37°. Dic 
Wasserstoffionenkonzentration wurde mit Hilfe von Bitlmanns Chin. 
hydronelektrode elektrometrisch bestimmt. Nur auf der alkalischen Seit, 
kam die kolorimetrische Methode in Anwendung. In Vorversuchen wurde 
nachgewiesen, dab bei hdheren Sauregraden als py 7 binnen | bis 4 Tagen 
Alkalisierung stattfand, wogegen oberhalb von px 8 die Reaktion 
sauer wurde. Die folgende Tabelle legt dar, wie schnell sich die Reaktions. 
veranderungen vollzogen. 





Tabelle I. 
yu im Anfang . 4,7 50 | 55 6,0 7.0 8,0 8.5 
pu nach 12Std. . . 4,7 50 | 5,5 6,0 7,0 8,0 8.4 
pu nach 24Std.. . 4.8 51 5,65 6,1 Aaa ae! | 


Die Reaktionsverinderungen sind dermaBen gering und finden 
nach so langer Zeit statt, daB es keine grobe Schwierigkeit bietet, das 
pu der Kulturen konstant zu halten. Wir verfuhren in der Weise, dai 
wir dreimal im Tage mit einer sterilen Pipette von den Kulturen eine 
Probe von bestimmter GréBe entnahmen und sie entweder mit Ammoniak 
oder Schwefelsaure elektrometrisch bis zum betreffenden py titrierten 
Auf Grund der Titration wurden die Kulturen mit den berechneten 
Ammoniak- und Schwefelsiuremengen versetzt. An den durch Zentri- 
fugieren abgesonderten Bakterienmassen wurden die Katalasebestim- 
mungen in oben beschriebener Weise ausgefiihrt. Aus der Tabelle I 
sind die Resultate zu ersehen. Auch das Alter der Kulturen beim 
Zentrifugieren ist hier erwahnt. 

Aus der Tabelle II geht eindeutig hervor, daB die Aziditats- 
veranderungen der Nahrfliissigkeit zwischen py 4,8 und 8,5 keine 
deutliche Wirkung auf den Katalasegehalt des B. coli ausiiben, obwoh! 
das Wachstum der Bakterien um py 5 schwach ist. Die Unterschiede 
der Kat. v-Werte, welche bei einzelnen Bestimmungen vorkommen. 
beruhen ohne Zweifel auf den Schwierigkeiten, welche die Bakterien. 
zahlung manchmal bietet. 


O. Kirchner’, der ganz neulich Katalasebestimmungen nach unserer 
Methode ausgefiihrt hat, kommt zu dem Schlub, dab die Reaktion 
des Nahrbodens den Katalasegehalt der Bakterien stark beeinflubt 


1 Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 52, 108, 1927. 
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Tabelle II. 
. Alter der Kulturen . 9 k 
fae Gee Tage an om Zellenzahl 
48—+4.9 3}, een 108 0,026 .10-° 
obs. 
0,012: 
4,9—5,0 31, wage — 0,021 
- 0,029 ver 
5,0 21's 808 | 108 0,036 
. 0,009 
5,0 4 396 108 — 0,023 
om. 
‘ 0,0087 
ie ' 398.io8 22 
0,0053 
5,5 4 334 a 0,016 
0.0049 
5.5 5 397 oot 0.03 
P 0.011 ; 
6,0 4 364.108 © 0,03 
“a ' 64,0024 1 
6,5—6,8 2), 68. 10° = 0,024 
i. . 0,015 me 
- 462.100? 
7,0 4 a age — 0,025 
7 0.0018 a 
8.0 2 105.108 0.017 
| 0,006 3 
8,0—8,2 11), 894-108 = 0.018 
o 0,0065 . 
_ . 366.108 ~ "9% 


Diese SchluBfolgerung zieht der genannte Autor aus der Beobachtung, 
daB B. coli und Staphyl. aureus, in Traubenzuckerbouillon gewachsen, 
viel niedrigere Kat. v-Werte geben, als wenn sie in zuckerfreier Bouillon 
geziichtet werden. 

Wie aus der Tabelle III hervorgeht, finden auch wir eine starke 
Herabsetzung der Kat. v-Werte in glucosehaltigen Nahrlésungen. 


Unsere Versuche zeigen also, daB nach 24stiindigem Wachstum 
in Traubenzucker-Peptonlésung unser Kolistamm noch einen einiger- 
maBen normalen Katalasegehalt besitzt, doch hat dieser nach 48 Stunden 
schon um das Zweifache abgenommen und ist nach 6 Tagen etwa zehnmal 
kleiner als bei Bakterien, die in zuckerfreier Peptonlésung geziichtet 


worden sind. 
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Tabelle 111. 


Zusammensetzung der Nahrlésung: 5g Pepton, 10g Glucose und 0.5 ¢ 


Ammoniumsulfat auf 1 Liter Wasser. 





Alter der Kulturen 


Tes Kat. v 

1* so og = 04088. 10-9 
. 7 = 

3 | Breed — 0,009 

6) eo 

6 aint = 0,002 


* Bei diesem Versuch enthielt die Nahriésung 10¢ statt 5¢ Pepton. 


Als wir nach der Ursache dieses Umstandes forschten, konnten 
wir feststellen, daB das pq in Traubenzucker-Peptonlésung schon 
nach 24 Stunden auf 4,5 gesunken war. Plattenkulturen legten nach 
48 Stunden dar, daB beinahe alle Kolibakterien dann in der Lésung 
gestorben waren. Die starke Herabsetzung des Katalasegehalts in 
einer Traubenzucker enthaltenden Niahrlésung beruht also darauf, 
da8 die Bakterien aus dem Zucker die Zellen vernichtenden Sauremengen 
bilden und da®B nach dem Absterben der Zellen ihr Kat. v bedeutend 
schwacher wird. Die starke Abnahme des Katalasegehalts der saure- 
bildenden Bakterien in einer zuckerhaltigen Lésung hangt also nicht 
davon ab, daB die Saure die Katalasebildung wahrend der stattfindenden 
Vermehrung der Bakterien verhindern wiirde, sondern davon, daB die 
Bakterien eine solche Menge von Siauren ‘bilden, daB die Zellen unter 
ihrem Einflu8 absterben. Das oben mitgeteilte Resultat, dab das py 
keinen Einflu8 auf die Katalasebildung beim B. coli ausiibt, steht 
also in keinem Widerspruch zu der Herabsetzung des Katalasegehalts 
in zuckerhaltigen Nahrbéden. Bei denjenigen Wasserstoffionen- 
konzentrationen, in welchen ein Zellenwachstum méglich ist, bleibt 
der Kat. v-Wert unabhangig vom py. 


Die Richtigkeit dieser Auffassung wird durch die folgenden Beob- 
achtungen verstarkt. Wird zu einer Pepton und Ammoniumsulfat ent- 
haltenden Kolikultur nach 20stiindiger Wachstumsdauer so viel 
Schwefelsiure zugesetzt, daB das py auf 4,5 sinkt, findet man nach 
4 Tagen fiir Kat. v den Wert 0,003 . 10—*, genau wie in einer zucker- 





Tri 
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haltigen Lésung. Dann enthielt die Lésung, nach der Plattenkultur- 
methode bestimmt, lebende Bakterien nur einen fiinfundzwanzig- 
tausendsten Teil (25.10% Zellen) von der ganzen Bakterienmenge 
607 . 10° Zellen), welche unter dem Mikroskop gezihlt wurde. Ist 
las pu einer Kolikultur wahrend der ganzen Wachstumsdauer 5,0, so 
findet man nach 4 Tagen fiir Kat. v den Wert 0,023.10~-*, also 
einen normalen Wert. Dann sind alle Bakterien am Leben. Die 
bedeutende Abnahme von Kat. v findet also erst dann statt, wenn die 
Siuremenge so groB ist, daB die Zellen unter ihrem EinfluB zugrunde 
gehen. 

Aus dem Obenstehenden geht schon hervor, daB die Glucose an 
sich keine Wirkung auf den Katalasegehalt der Bakterien besitzt. 
Um dies noch sicherer festzustellen, wurden einige Bestimmungen in 
der Weise ausgefiihrt, daB man das py der Glucoselésung durch Zusatz 
von Ammoniumcarbonat verhinderte, in der Wachstumszeit allzusehr 
abzunehmen. Als ein CO,-Strom in die Lésung eingeleitet wurde, 
konnte das py derselben ungefahr auf 7 gebracht werden. Beim Ab- 
schluB der Versuche war das py ziemlich unverandert. Weil das 
Ammoniumearbonat sich im Autoklaven zersetzt, wurde das kristalli- 
nische Salz in der Weise gesondert sterilisiert, daB man es erst eine 
halbe Stunde in absoluten Alkohol schiittelte und dann die ganze Nacht 
in Ather stehen lieB. Das sterilisierte Salz wurde méglichst aseptisch 
in die Nahrlésung getan. 

Tabelle 1V. 


Zusammensetzung der Nahrlésung pro Litgr: 10 g Glucose, 5g Pepton, 0,5 g 
Ammoniumsulfat und 5 g Ammoniumearbonat. Altér der Kulturen 4 Tage. 





Versuchsnummer Kat. 
0,0074 
— 0,021.10-° 
; ae 
0,0089 
9 u =_ ? 
2 422.108 > 0,021 


2. Die Einwirkung verschiedener Nibrstoffe auf die Katalasebildung. 


Wie schon im vorigen Abschnitt berichtet wurde, ist der Kat. » 
unseres Kolistammes sowohl in der Pepton- wie in der Zuckerpepton- 
lésung der gleiche. Der Zucker spielt also keine Rolle bei der Katalase- 
bildung. Deshalb ist zu erwarten, dab, wenn die Peptonlésung statt 
Zucker eine niedere Kohlenstoffverbindung enthalt, die bei der durch 
B. coli hervorgerufenen Garung als ein Zersetzungsprodukt des Zuckers 
auftritt, der Katalasegehalt der Bakterien unverindert bleibt. Das 
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ist denn auch der Fall, wenn der Zucker durch Brenztraubensaure o: |: 


Milchsaure ersetzt wird. Dies ist aus den nachstehenden Tabellen dev, 
lich ersichtlich. 
Tabelle. 


Zusammensetzung der Nahrlésung pro Liter: 5 g Pepton, 0,5 ¢ Ammoniv 


sulfat und 0,25 bis 0,50 g Brenztraubenséiure mit Ammoniak neutralisiey: 


Pu der Nahrlésung 6,5. 





Alter der Kulturen Brenztraubensaure | 


Tage 4 Kat. 2 
P _ 0.0039 : a 
3 0,25 308 108 0,019 10-5 
_ ol 0.0046 yal 
5 0,25 197. 108 ° 0,023 
02. 
3 0,50 he a. 0.018 


Tabelle. 


Zusammensetzung der Nahrlésung pro Liter: 5 g Pepton, 0,5 g Ammoniun 
sulfat und 1 bis 5g Milchséure mit Ammoniak neutralisiert. pq der Nab: 
lésung 6,5. 





Alter der Kulturen Milchsaure . 
Kat. rv 
Tage g 
0,018 
f 023 .10-° 
. 796 . 108 0,028 . 1¢ 
0,0059 
' § Ss 
; 3 1 399108 0,01 
0.0039 
3 5 i = 0,018 
4 217. 10° : 
0.0075 
4 5 0075 0,026 


288 . 106 


Die Kat. v-Werte sind also dieselben wie bei den in Peptonlisung 
ohne Milchsiure gewachsenen Bakterien. 


Unsere Beobachtungen stehen also im Widerspruch zu denjenigen 
M.Jacobys', der mit Proteusbakterien gefunden hat, daB ,,es erst zu 
einer kraftigen Katalasebildung kommt, wenn gleichzeitig Milchsaure 
in der Nahrfliissigkeit vorhanden ist‘. 


Sehr interessant erscheint nun die Frage, wie der Ersatz des 
Peptons durch Ammoniumsulfat auf die Kat. v-Werte wirkt. Zur 
Klarstellung dieser Frage wurden die folgenden Versuche ausgefiihrt. 


1 Diese Zeitschr. 88, 35, 1918. 
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Tabelle V. 
Zusammensetzung der Nahrlésung pro Liter: 10 g Glucose, 2 g Ammonium- 
sulfat, 1g saures Kaliumphosphat und 5g Ammoniumearbonat. Nach 


Einleitung emes CQO,-Stromes py zwischen 6 und 7, am Ende des Ver- 
suches 5,8. Alter der Kulturen 4 Tage. 





0.0113 
( ' ‘ . tee » -9 
Versuch1... Kat. 2 502-10 > 0,022 . 10 
" - 0,008 
Versuch2... Kat. v - 0,020 


396 . 10 


Die Versuche zeigen eindeutig, daB der Katalasegehalt der Kolli- 
bakterien genau derselbe ist, gleichviel ob Pepton oder Ammonium. 
sulfat die Stickstoffquelle ausmacht. Die Zelle bildet also das Katalase- 
enzym ebenso gut, wenn sie als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle nur 
Pepton allein oder Zucker und Ammoniumsalze erhielt. Offenbar 
kommen nur die allereinfachsten Baustoffe bei der Bildung des Katalase- 
molekiils in Betracht und deshalb ist die Katalasebildung ebenso stark, 
von welcher Art die Nahrstoffe der Zelle auch gewesen sein mégen. 
Nach Ferndéndez und Gorméndiz' soll dagegen die Katalasebildung 
beim B. coli ganz wesentlich von der Art der Nahrstoffe abhiangig sein. 

Die Bedeutung des Fe-Gehalts der Katalase fiir die Wirksam- 
keit des Enzyms ist neulich lebhaft diskutiert worden*®. In welcher 
Weise der Fe-Gehalt der Nahrlésung auf den Katalasegehalt der 
Bakterien einwirkt, ist eine Frage, die wir bestrebt gewesen sind, mit 
Hilfe zahlreicher Versuchsreihen zu erklaren. In Glucose-Ammonium- 
sulfatlésungen, wo analytisch kein Eisen mehr nachgewiesen werden 
kann, findet noch Bakterienwachstum statt. Unser Kolistamm, der 
in einer solchen Lésung gewachsen war, zeigte einen ebenso hohen 
Kat. v-Wert, wie wenn er in einer entsprechenden, aber mit 0,01 bis 
0.04 mg wasserfreies Ferrosulfat pro Liter versetzten Lésung gewachsen 
ware. Doch kann diesen Versuchen deshalb keine gréBere Bedeutung 
beigemessen werden, weil die Lésung schon von Anfang an ein wenig 
Eisen enthalten haben muB, und diese Menge hat zur Katalasebildung 
geniigen kénnen. 


3. Die Wirkung des aeroben und anaeroben Wachstums auf die Katalasebildung. 


Nach Wielands Theorie ist zu erwarten, daB die Katalase fiir die 
anaeroben Mikroben keine Bedeutung hat, weil sich dann aus Mangel 
an molekularem Sauerstoff kein Wasserstoffsuperoxyd bildet. Nach 


1 Chem. Centralbl. 1923, III, 1416; 1927, I, 301. 
2 Hennichs, B. 59, 218, 1926; Wieland, Liebigs Ann. 445, 181, 1925; 
Warburg, B. 59, 739, 1926. 
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verschiedenen Autoren findet man auch bei obligat anaeroben Bakteriey 
keine Katalase. Nun ist die Frage interessant, wie es mit dem Katalase. 
gehalt fakultativ anaerober Bakterien geht, wenn diese in anaerobey 
Verhaltnissen geziichtet werden. Mit Karstrém hat der eine von uns! 
sich schon friiher mit dieser Frage beschaftigt und bei B. prodigiosum 
und B. lactis amari eine bedeutende Erhéhung des Katalasegehalts 
der Zellen unter anaeroben Bedingungen gefunden. Dieses Resultat 
erscheint deshalb merkwiirdig, weil Rywosch? und Stapp* friiher. 
allerdings bei Anwendung unbefriedigender Untersuchungsmethoden 
zu dem SchluB gekommen sind, daB die Katalase stark sinkt, wenn 
man Bakterien anaerob ziichtet. Auch Kirchner* hat beobachtet, 
daB die Anwesenheit der Luft den Katalasegehalt der Bakterien be. 
deutend erhoéht. 

Mit dem bei dieser Untersuchung benutzten Kolistamm haben wir 
nun neue, méglichst genaue Versuche angestellt in betreff des Katalase- 
gehalts der Zellen, die sowohl unter stark aeroben als auch unter 
méglichst anaeroben Bedingungen gewachsen sind. Die Bestimmungen 
fanden mit Bakterien statt, die sowohl in Pepton- wie in Pepton- 
Glucoselésung geziichtet worden waren. Ein anaerober Zustand in 
der Peptonlésung wurde in der Weise erhalten, dab man in den langen 
Hals einer Kochflasche einen Wattestopfen steckte und oberhalb 
dieses dann weiche Watte legte, die mit Hilfe einer Pipette erst mit 
Pyrogalluslésung und dann mit KOH-Lésung befeuchtet wurde 
Der Kolben wurdé darauf sofort durch einen Gummipfropfen ver- 
schlossen. Damit der Sauerstoff Zeit hatte, sich in die alkalische Pyro- 
galluslisung zu adsorbieren, bevor eine bedeutende Vermehrung der 
Bakterien in der Lésung eintrat, stellte man den Kolben auf 12 Stunden 
in eine Temperatur von 0°, in welcher das B. coli nicht wachst. Erst 
danach wurde der Kolben in eine Temperatur von 37° iibergefiihrt. 
Da der Kolben bis zum unteren Teile des Halses mit Nahrlésung gefiillt 
war, die Impfung mdglichst bald nach der Sterilisation erfolgte und 
der Kolben unmittelbar darauf anaerob verschlossen wurde, konnte 
die anfangliche Sauerstoffmenge der Lésung nicht sehr groB sein. 
Wahrend der Kolben bei 0° aufbewahrt wurde, wurde er oft geschiittelt, 
um den Sauerstoff aus der Lésung besser zu entfernen. 

Die Pepton-Glucoselésung konnte wegen der Gasentwicklung 
nicht in obenerwahnter Weise anaerob gemacht werden. In diesem 
Falle verfuhr man so, dab ein mit konzentrierter Schwefelsiure und 


! Virtanen und Karstrém, diese Zeitschr. 161, 9, 1925. 

2 D. und M. Rywosch, Zentralbl. f. Bakt. u. Parasitenkde. 44, I. Abt., 
295, 1907. 

3% Dieselben, ebendaselbst 92, I. Abt., 160, 1924. 

* Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 52, 108, 1927. 
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sterilem Wasser gewaschener CO,-Strom eine langere Zeit durch die 


. Losung geleitet wurde. Zur Erzielung des erforderlichen py war die 
on Losung mit Ammoniumcarbonat versetzt worden. 

g! Die aeroben Versuche fanden in der Weise statt, daB wahrend 
m der ganzen Wachstumszeit ein mit konzentrierter Schwefelsiure und 
ts sterilem Wasser gewaschener Luftstrom durch die Nahrlésung geleitet 
at wurde. Die Resultate sind aus den folgenden Tabellen zu ersehen. 

r, 

i Tabelle VI. 

n Anaerobes Wachstum. Zusammensetzung der Nahrlésung pro Liter: 
, 10g Glucose, 2g Ammoniumsulfat, 1 g saures Kaliumphosphat und 5g 


Ammoniumearbonat. Zum Erreichen eines méglichst anaeroben Zustandes 
wurde wahrend 8 Stunden CO,-Strom durch die Lésung geleitet. 





r Alter der Kulturen 


Tege pu im Ende Kat. ¢ 
: 4 79 0,012 0.721 .10-9 
7 = m2. 
i a 556. 108 “ 
¥ 0,0025 s 
4 63 135. 108 0,018 
) Tabelle VII. 


Aerobes Wachstum. Zusammensetzung der Naéhrlésung wie oben. Wahrend 
der ganzen Wachstumszeit wurde ein starker Luftstrom durch die Lésung 





eingeleitet. 
Alter sd ~eiabe pu im Ende Ket 
£ 
0,0068 
‘ 7 > 0,021 .10-* 
. . 324. 10° se 
0,0065 
{ 75 ? 1,027 
' - 244.108 — 7! 


Tabelle VIII. 
Anaerobes Wachstum. Zusammensetzung der Nahriésung pro Liter: 
5g Pepton und 0,5g Ammoniumsulfat. Der Luftsauerstoff wurde in 
alkalische Pyrogallollésung absorbiert. 





Alter der Kulturen Ket. v 

Tage 
0,0019 

: — = 0,019.10-9 

8 100.108 — 919.1 
0,0019 

3} 022 

ae 8&5. 10° 0 

3 0,0058 0.028 


206 . 108 
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Tabelle 1X. 


Aerobes Wachstum. Zusammensetzung der Nahrlésung wie oben. 





Alter der Kulturen 


Tage Kat. + 
0,006 
: : 0.04.107-° 
. 150.106 ~ 04-1 
0,0122 
31), 0,048 
als 256 . 108 " 


Die Versuchsergebnisse legen dar, daB der Katalasegehalt der 
Zellen bei aerob gewachsenen Kolibakterien vielleicht etwas héher ist 
als bei anaerob geziichteten. Doch ist der Unterschied nicht groB und 
kann auch auf Versuchsfehlern beruhen. In glucosehaltiger Lésung 
war kein Unterschied zu finden. Im groBen ganzen kann gesagt werden 
daB der Sauerstoffgehalt einer Lisung keinen bedeutenden Einflul 
auf den Katalasegehalt der Zellen ausiibt. Da der eine von uns mit 
Karstrém friiher nachgewiesen hat, dab der Kat. v bei B. prodigiosum 
und B. lactis amari unter anaeroben Bedingungen steigt, so kann dic 
Behauptung anderer Forscher, daB eine aerobe Wachstumsweise die 
Katalasebildung in hohem Grade begiinstige, jedenfalls nicht allgemein- 
giltig sein. 


Die Katalasebestimmungen mit unserem Propionsiurebakterium' 
bestitigen diese Auffassung. Das Bakterium ist so anaerob, dab es 
gar nicht auf Plattenkulturen wachst. In Stichkulturen wiichst es 
besser im unteren Teile des Stichkanals. Trotzdem enthilt es vie! 
mehr Katalase als die anderen, in unserem Laboratorium untersuchten 
Bakterien. Wir fiihren hier einige Katalasebestimmungen mit diesem 
Bakterium an. 

Tabelle X. 
Anaerobes Wachstum. Zusammensetzung der Nahrlésung pro Liter: 
10g Pepton, 5g Na-Lactat, 2 g saures Kaliumphosphat, | g Kochsalz und 
etwas Hefekochsaft. Der Luftsauerstoff wurde in alkalische Pyrogallol- 
lésung absorbiert. py 6,5 bis 7,0. Temperatur = 37°. 





Alter der Kulturen Ket. v 
Tage 

1,205 

- octal 25.10-9 

° 470 . 10° sins 
0,73 

» ri -9 

5 390 . 10° 1.9.10 


* Virtanen, Soc. Scient. Tennica. Comm. Physico. Mathem. I, 36, 
1923; LI, 20, 1925. 
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Wenn das Bakterium unter Watteverschlub} kultiviert wurde 
750 cem Niahrlésung in 2 Liter Erlenmeyerkolben), also in Gegenwart 


‘ 1,00 
on Luftsauerstoff, wurde Kat. v-— 1.8. 10~-° gefunden. 
557 . 108 
Zusammenfassung. 


Die Katalasebildung bei B. coli ist unabhingig von der H’-Kon- 
ventration der Nahrlésung. Bei den zwischen py 4,8 und 8.5 gewachsenen 
Bakterien war Kat. v praktisch dasselbe. Die in glucosehaltigen Nahr- 
jisungen beobachtete starke Erniedrigung des Katalasegehalts beruht 
darauf, daB die Bakterien infolge starker Siurebildung getétet werden, 
wobei die Katalase zum groBen Teile zerstért wird. 

Die Katalasebildung bei B. coli ist unabhingig von der Natur der 
N- und C-Quelle der Bakterien. Sowohl die in Peptonlésung als in 
Zucker-Ammoniumsulfatlésung gewachsenen Bakterien zeigten dasselbe 
Kat. v. Milch- und Brenztraubensaiure hatten keine Einwirkung auf 
den Katalasegehalt. 

Kolibakterien, welche in stark sauerstoffhaltiger Nahrlésung 
vewachsen sind, enthalten vielleicht etwas mehr Katalase als die in 
méglichst sauerstofffreier Nahrlésung gewachsene. Der Unterschied 
ist jedoch nicht groB. Die allgemeine Ansicht, dai der Katalasegehalt 
der Zellen in aeroben Wachstumsbedingungen enorm erhéht wird, 
stimmt nicht mit den Resultaten iiberein, welche sowohl in dieser 
als in der I. Mitteilung erzielt worden sind. 








Die tierischen Gifte in der Chemie. 
Von 
Angelo Contardi und Pia Latzer. 


(Aus den wissenschaftlichen Laboratorien des Serotherapeutischen Institut. 
zu Mailand.) 


(Eingegangen am 4. April 1928.) 


Das Gift der Tiere im allgemeinen und namentlich das der Ophidier 
hat schon in altester Zeit groBes Interesse erregt ; obgleich die Therapie 
des Altertums solche Gifte gebrauchte, ja sogar miBbrauchte, und auch 
die Leiber dieser Tiere zu allen méglichen Arzneimitteln und bei den 
sonderbarsten und verschiedensten Gelegenheiten verwendete, so war 
doch bis vor kurzem iiber deren Natur nichts Sicheres bekannt. 

Man mu8 bis auf das Ende sles 17. Jahrhunderts zuriickgreifen. 
um tiber das Gift,der Ophidier — das interessanteste der von Tieren 
abgesonderten wirksamen Gifte — genauere, wissenschaftlich und 
experimentell begriindete Kenntnisse zu finden. 


Im Jahre 1664 hat in der Tat Francesco Redi (1) in einer Streitschrift 
gegen den Hauptapotheker Ludwig XIV. behauptet, es sei das Viperngift 
eine dlige, im Speichel der Vipern selbst enthaltene Fliissigkeit. Fast ein 
Jahrhundert spater studierte Fontana (2) das gleiche Gift, wobei er die 
Meinung vertrat, es handle sich dabei um einen gummiartigen Lymphsaft, 
der sich vom Blute des Tieres abscheidet. 1843 unternahm Prinz Luciano 
Bonaparte (3) das chemische Studium des Giftes und klassifizierte es als 
eine eiweiBartige Substanz oder als ein Gemisch von an und fiir sich toxischen 
EiweiBkérpern. Die Meinung von Bonaparte hinsichtlich der Struktur 
des Viperngiftes wurde von vielen Forschern geteilt und auf die anderen 
Ophidiengifte ausgedehnt, und heute noch glauben manche an eine derartige 
Natur des Giftes dieser Reptilien. 

Eine 1912 von Flexner und Noguchi gemachte interessante Beob- 
achtung hat den Untersuchungen iiber Schlangengifte und tierische Gifte 
im allgemeinen eine neue Richtung eingepragt. Diese Forscher konnten 
némlich nachweisen, daB die roten Blutkérperchen gewisser Tiere, wenn 
sie gewaschen und zentrifugiert, also véllig vom Serum befreit sind, bei 
Aufschwemmung in physiologischer Kochsalzléisung vom Gifte nicht 
himolysiert werden. An der Hand dieser Ergebnisse von Flexner und 
Noguchi gelang es hierauf Preston Kyes und Sachs (5) festzustellen, dali 
die komplementére Funktion bei der durch das Gift bewerkstelligten 
Hamolyse dem Lecithin zugeschrieben werden miisse. Es haben diese 
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Forseher ferner nachgewiesen, da®8 reines Lecithin an und fiir sich nicht 
hamolytisch wirkt, daB es aber bei Zusatz zu roten Blutkérperchen genau 
dieselbe Funktion wie das Serum besitzt und somit das Gift in den Stand 
setzt, seine hémolytische Fahigkeit zu entfalten. Neuberg und Rosenberg (6) 
priiften (1907), in der Annahme, es kénne das Lecithin eine Veraénderung 
erfahren, beim Schlangen- und Bienengift das lipolytische Vermégen 
und stellten dieses sicher fest. Unterdessen gelang es 1907 Edwind 
Stanton Faust (7) aus dem Kobragift eine Substanz zu isolieren, die 
alle toxischen Ejigenschaften des Giftes selbst und wohl definierbare 
chemische Charaktere besitzt. Es enthalt dieselbe keinen Stickstoff und 
entspricht der empirischen Formel C,,;H 0). Faust nannte diese neue 
Substanz Ophiotoxin. Spater (1911) hat er aus dem Crotalus adamanteus 
ein Produkt mit allen Eigenschaften des Giftes in toto isoliert; dasselbe 
wurde Crotalustoxin genannt und entspricht der empirischen Formel 
C,H Oy + */2 H,O. Diese beiden Substanzen, das Ophiotoxin und das 
Crotalustoxin, zeigten bei den von diesen Forschern ausgefiihrten biologi- 
schen Proben genau die gleichen spezifischen Merkmale wie die ent- 
sprechenden zwei Gifte. Der toxische Bestandteil des Giftes ist nicht 
als ein Eiwei8kérper aufzufassen, sondern als ein den Saponinen ahnliches 
Produkt: ein tierisches Sapotoxin. Faust kam ferner, auf Grund der von 
anderen Forschern angestellten Studien zu der SchluBfolgerung, daB die 
wirksame Substanz des Giftes auch der stacheltragenden Hymenopteren 
aus der Familie der Bienen zu den tierischen Sapotoxinen gerechnet werden 
miisse. Es wurden somit das erstemal zwei Gifte vom chemischen Standpunkte 
aus einander gendhert: das Ophidiengift und das Bienengift, welche friiher 
als voneinander verschieden betrachtet wurden. Es sei noch daran erinnert, 
daB Pestana (8), in Butantan, bei Herstellung des Ophictoxins und des 
Crotalustoxins das Vorgehen von Faust wiederholt hat, und zwar ohne 
Erfolg. 

Im Jahre 1911 endlich konnten Delezenne und Ledebt (9) in einwand- 
freier Weise feststellen, daB das Schlangengift nach der Art eines Enzyms, 
einer besonderen Lipase, auf das Eierlecithin einwirkt, indem es dasselbe 
einer nicht gesaéttigten Saéure beraubt: diese neue Substanz, welche Lyso- 
cithin genannt wurde, entspricht im groBen und ganzen der folgenden 
Formel: 


ju, 9 JH, ,O -O~n 
C—O—C—(Cx Hen +1) C-O0-P——0-CH,-CH,-N =(C Hy), 
-H O O- H O 
ap | gh aul 1. Va 
C-O-P—0-CH,-CH,-N2(C Hy), C—O—C—(Cy Hen +1) 
H, H, 
C—O—H C—OH 


Die Versuche von Delezenne wurden mit ganzen Eidottern angestellt ; 
da nun das Kobragift das simtliche darin enthaltene Lecithin in Lyso- 
cithin umwandelte und, nach der Meinung dieser Forscher, dabei aus- 
schlieBlich Olséure in Freiheit setzte, so wurde demzufolge fiir das Eier- 
lecithin logisch angenommen, daB in seinem Molekiil zwei verschiedene 
Saéuren enthalten seien, welche die alkoholischen Funktionen des Glycerins 
esterifizieren: eine gesaéttigte Saure und eine mit doppelter Bindung. Es 
ist aber Delezenne und Fourneau nicht gelungen festzustellen (10), ob der 
durch das Kobragift bewerkstelligte hydrolytische ProzeB auf der Tatsache 











224 A. Contardi u. P. Latzer: 


beruhe, da8 die in Freiheit gesetzte Séure die Funktion des priméren ox\e, 
sekundéren Glycerinalkohols esterifizierte, oder ob diese Spaltung, wn. 
abhangig von der Natur der esterifizierten alkoholischen Funktion, e},.; 
darauf beruhe, daB das Enzym die Saure mit doppelter Bindung bevorzugt. 
Jedenfalls behaupten diese Forscher, daf infolge der Enzymwirkung nur ¢ 

nicht gesdttigte Sdure vom Molekiil losgetrennt wird und daB unter gewol»- 
lichen Bedingungen das Enzym keinerlei EinfluB auf die gesdttigte Sdur 
ausiibt. 

Es wird von vielen Autoren angenommen, daB8 die Lecithine im 
allgemeinen und im besonderen das Eierlecithin als esterifizierende 
Sauren Produkte aus der gesittigten wie aus der nicht gesattigten 
Serie in den verschiedensten Verhaltnissen enthalten; dab ferner 
Lecithine aus anderem Ausgangsmaterial sich in ihrer Zusammen- 
setzung vom Eierlecithin unterscheiden: unter der Einwirkung des 
Giftes erzeugen sie aber ebenfalls, wie wir spdter sehen werden, hiimo- 
lytische Substanzen von gleicher Beschaffenheit wie die Lysocithine nach 
Delezenne und Fourneau. Von dieser Erwigqung Abstand genommen 
sind die der Wirkung des Kobragiftes zufolge aus den Lecithinen befreiten 
Fetistiuren nicht ausschlieBlich Sduren mit doppelter Bindung, und ¢s 
enthalten auch die so entstandenen Lysocithine nicht exklusiv geséttigt: 
Sduren. 

Es geht hieraus hervor, dab die Frage nach der Zusammensetzung 
des Lecithins im groBen ganzen noch ungelést ist und dab, wenigstens 
bis auf heute, angenommen wird, e§ sei die Wirkung des Enzyms aus 
Viperngift dem Lecithin gegeniiber auf die Auslésung einer partiellen 
Verseifung beschrinkt, wobei nur ein Fettsiuremolekiil auf je ein 
Lecithinmolekiil in Freiheit gesetzt wird; der ProzeB ist demnach 
chemisch als eine bimolekulare Reaktion aufzufassen. 

Im Laufe seiner Untersuchungen hat Belfanti (11) nachgewiesen, 
daB auBer dem Viperngift auch das Crotalusgift im gleichen Sinne 
wirkt, und daB auch das Gift einiger Hymenopteren, z. B. der Bienen- 
sorten, sowie jenes des gewéhnlichen Skorpions, eine analoge, mehr 
oder weniger ausgesprochene Aktion an den Tag legen. Das Gift der 
Wespen hingegen wirkt viel tiefgreifender; wie wir spater ausfiihrlicher 
zeigen werden, kommt es in diesem Falle schlieBlich zu einer penta- 
molekularen Reaktion mit vélliger Umwandlung des Lecithins in 
tlycerin, Phosphorsiure, Cholin und Fettsiuren. Das Wespengift 
verhalt sich also zu gleicher Zeit wie eine Lipase und eine Phosphatase ; 
es ist Belfanti sogar der Nachweis gelungen, dab im Gifte dieser Tiere 
wenigstens zwei Enzyme enthalten sind, deren eines hitzebestandig 
(Lipase), das andere thermolabil ist (Phosphatase). Es sind diese 
Enzyme nicht je einzeln in den beiden Driisensystemen nach Carlet (12) 
vorzufinden, sondern sie sind vereint in dem Sekret der beiden Systeme 


anwesend. 
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Auch das mit Kobra- oder Bienengift erzeugte Lysocithin kann 
durch das Wespengift eine weitere Veranderung und véllige Abspaltung 
erleiden. Die in Freiheit gesetzten Fettsiuren bestehen nicht immer 
ausschlieBlich aus gesattigten Fettsiuren; als Beweis dafiir hinnen 
Lysocithine vorkommen mit nicht gesdttigten Fettsiiuren und demnach 
auch Lecithine, bei welchen die beiden alkoholischen Funktionen des 
Glycerins mit zwei nicht gesdttigten Fettsduremolekiilen esterifiziert werden. 

Das Wespengift besitzt dann auch noch eine andere Eigenschaft., 
die bei den Bienen-, Schlangen- und Skorpionengiften fehlt: es ist 
nimlich imstande, bei niedriger Temperatur (50°C) die Salze der 
Glycerinphosphorsaure zu verseifen. Den gewéhnlichen Fetten und 
den Pflanzenphosphatiden (gewéhnliches Phytin, Phytin der Hevea 
brasiliensis) gegeniiber sind die oben genannten Gifte wirkungslos. 

Durch die Einwirkung von ultravioletten Strahlen wird das Ver- 
mégen dieser Enzyme zerstért. Hervorgehoben zu werden verdient 
auch die groBe Resistenz des Schlangengiftes gegeniiber der Einwirkung 
des Alterns. So hat z. B. 1883 Sapolini, der Privatarzt von Kénig 
Umberto I., ein kleines Quantum Crotalusgift — das damals Ameden 
als Heilmittel bei Tetanus vorgeschlagen hatte — dem Chemiker Prof. 
Kérner tiberlassen. Das in einem Glasflaschchen im Dunkeln auf- 
bewahrte Gift ist vpriges Jahr von Belfanti nachgeprift und _ voll- 
kommen aktiv gefunden worden. \ 

Unsere eigenen Versuche, die sich auf Thymin- und Nucleinsiure 
erstrecken, haben bisher nicht zu positiven Resultaten gefiihrt, obgleich 
nach der Angabe Delezennes diese beiden Substanzen unter der enzy- 
matischen Wirkung des Kobragiftes eine Spaltung erleiden sollten. 

Da aus den Arbeiten von Delezenne bekannt ist, dab Schlangengift 
im allgemeinen eine betrichtliche Menge Zink enthalt, von dem wir 
aber sowohl die Wirkungsweise als die Art seiner Bindung an das Enzym 
ignorieren, so haben wir daraus geschlossen, da die Gegenwart von 
Salzen dieses Elements oder aus ahnlichen Elementen den Prozeb 
wenn nicht férdern, so doch wahrscheinlich auch nicht hemmen kann. 
Da nun aber eine der Methoden zur Herstellung reiner Lecithine oder 
wenigstens fettfreier und frei von Substanzen, die sich an der enzymati- 
schen Spaltung beteiligen und deren Endresultate maskieren kénnten, 
gerade in der Umwandlung des Lecithins in sein Zinkchlorid- oder 
Cadmiumchlorid-Doppelsalz besteht, so haben wir bei unseren eigenen 
Untersuchungen den Eidotter nach Delezenne mit Lecithin- und Zink- 
chlorid- oder Cadmiumchlorid-Doppelsalz ersetzt. Besser gesagt, wir 
bedienten uns stets dieses letzteren, nach der Methode von U/piani (13) 
hergestellten Praparats nicht nur, weil dessen Darstellung leichter 
gelingt, sondern auch weil es damit méglich ist, die Dioleylecithine 
von den anderen zu trennen (14). 
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Es ist jedoch zu bemerken, daB Cadmium- und Lecithin-Dopypcl. 
salze, wenn einige Zeit im Vakuum aufbewahrt, sich verandern wd 
einen kleinen Teil der Fettsiuren in Freiheit setzen. Die aus einer 
derartigen Veranderung resultierenden Produkte reagieren schwerlich 
mit den Enzymen der Gifte, weil die Fettsiure, wahrscheinlich nur 
dank eines physikalischen Schutzes, deren Wirkung hemmt. Damit 
der ProzeB regelmabig verlauft, geniigt es in solchen Fallen, etwas 
Calciumearbonat zu den reagierenden Produkten zuzusetzen oder 
auch im voraus das verinderte Doppelsalz mit Ather zu extrahieren 


Es schien uns weiterhin angezeigt, unsere Versuche auch auf dic 
anderen Lecithine auszudehnen, namentlich auf die aus dem Gehirn 
und dem Pankreas gewonnenen, und es war uns auch daran gelegen, 
vergleichend zu verfolgen, welchen Einflu8 die Ricinuslipase und die 
in der Fettstoffindustrie reichlich gebrauchten katalytischen, ver- 
seifenden Reaktionsmittel auf alle diese Lecithine ausiiben. Zu diesem 
Zwecke wahlten wir unter diesen eine Substanz von wohlbekannter 
chemischer Beschaffenheit, namlich die Octohydroanthracensulfosaure, 
welche im rohen Zustande unter dem Namen ,,Idrapid‘ in den Handel 
kommt. 


Die Ricinuslipase entfaltet ihre Wirkung auf das Lecithin bei 
einer Temperatur won 36 bis 37°C; anfangs kommt es dabei zur Lyso- 
cithinbildung, bald darauf geht aber der ProzeB weiter, bis zum voll- 
stindigen Abbau des Ausgangsprodukts. Es fillt jedoch schwer. 
dabei den richtigen Moment zur Isolierung der himolytisch wirkenden 
Verbindung zu treffen. 


Leichter gelingt es mit dem Idrapid, den ProzeB in seinen ver- 
schiedenen Phasen abzubrechen. LaBt man dieses Reaktionsmittel in 
kleinen Dosen bei 100°C einwirken, so wird zuerst aus dem Lecithin 
ein Fettsauremolekiil in Freiheit gesetzt, und es erfolgt die Umwandlung 
in Lysocithin; die Reaktion nimmt dann ihren weiteren Verlauf bis 
zum vdlligen Abbau des Lecithins, geradeso wie es mit Wespengift 
der Fall ist. 


Idrapid und Wespengift entfalten ihre Wirkung den Glycero- 
phosphaten gegeniiber und lassen hingegen Phytine und den Phytinen 
ahnliche Substanzen unbeeinfluBt. 


Wir haben synthetisches Lecithin nach Griin und Limpaecher 
(von dem uns die Firma Georg Schicht aus Aussig giitigst ein Probe- 
muster zur Verfiigung stellte) der Wirkung des Giftes aus Ophidiern 
und aus stachelntragenden Hymenopteren ausgesetzt und dabei beob- 
achtet, daB das Praparat unter dem Einflub dieser Gifte keine Ver- 
anderung erleidet. 
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Experimenteller Teil’. 


1. Herstellung des Lecithin- und Cadmiumchlorid-Doppelsalzes 
a) Aus Eiern. 

Bei diesen Versuchen haben wir die von Ulpiani (1. ¢.) beschriebene 
Methode eingehalten; um uns ein gleichférmiges Ausgangsmaterial in 
hinreichender Menge zu verschaffen, verarbeiteten wir gleichzeitig 25 Ei- 
dotter. Es wurden dieselben wiederholt bei Kalte mit Aceton bis zur Er- 
schépfung extrahiert. Der in Aceton unlésliche Rest wurde mit 95 °,igem 
Alkohol behandelt und zu den alkoholischen Lésungen bis zur vélligen 
Prazipitierung eine ebenfalls alkoholische, bei Kalte geséttigte Cadmium- 
chloridlésung zugesetzt. Das so gewonnene, auf dem Filter gesammelte 
und bei normaler Temperatur im Vakuum getrocknete Doppelsalz wurde 
darauf mit Ather extrahiert, um die Lecithin-Doppelsalze mit gesiéttigter 
Fettséure von den vorwiegend ungeséttigte Fettséuren enthaltenden zu 
trennen, welch letztere in Ather léslich sind. Es wurden auf diese Weise 
36g in Ather nicht lésliche Lecithin- und Cadmiumchlorid-Doppelsalze 
Lecithine mit vorwiegend geséttigten Saéuren) und %g in Ather lésliche 
Lecithine (Lecithine mit vorwiegend ungesaéttigten Fettséuren) gewonnen. 

Das Lecithin-Doppelsalz mit gesattigten Fettsiuren enthielt 22,37, 
Cadmiumcehlorid. 

Die Jodzahl dieses Cadmium-Lecithinsalzes betrug 45,68. Die Jodzahl 
der bei Warme mittels Verseifung mit verdiinnter Salzsiéure gewonnenen 
Fettsféuren des gleichen Doppelsalzes betrug 65,34. 


b) Aus Pankreas. 


Die Herstellung solcher Lecithine ist komplexer als jene aus Eidotter, 
da, wie bereits Belfanti nachgewiesen hat, in diesem Organ: Pankreas- 
phosphatide in Form sowohl von Lecithin als von Lysocithin vorkommen 
kénnen. Wir haben aber trotzdem das Belfantische Verfahren nachgeahmt 
und hierauf das Lecithin in das entsprechende Cadmiumsalz umgewandelt. 


Es wurden mehrere Praéparationen hergestellt und dabei Pferde- 
pankreas als Ausgangsmaterial verwendet. 500g des fein zerriebenen 
Organs wurden mit 95 °,igem Alkohol bei Kalte extrahiert, der alkoholische 
Extrakt im Vakuum verdampft, neuerdings mit Alkohol extrahiert, der 
Extrakt filtriert und mit bei Kalte geséttigter, alkoholischer Cadmium- 
chloridlésung prazipitiert. Das filtrierte, gewaschene und im Vakuum 
iiber Schwefelséure getrocknete Cadmiumsalz wirkte zuweilen hamolytisch ; 
wenn hydrolysiert wurde, lieferte das Produkt Fettséuren, Phosphorséure 
und Cholin: es handelte sich also um Lysocithin. Zuweilen hingegen besa 
die Substanz kein hamolytisches Vermégen: man hatte demnach hier 
echtes Lecithin vor sich. 

Zu dem im voraus bei Kalte extrahierten Pankreasrest wurde 95 °,iger 
Alkohol zugesetzt und die Mischung 24 Stunden im auf 37° eingestellten 
Brutschrank gehalten. Mit der bereits oben angegebenen Methode wurde 
dann das Cadmiumchlorid-Doppelsalz aus dem alkoholischen Extrakt 

e 

1 Die hauptséchlichsten Ergebnisse dieser Untersuchungen sind bereits 
von Contardi auf der VI. Versammlung der Societa Italiana di Biochimica 
Bologna, November 1926) vorgetragen worden. 
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ausgefallt. Auch in diesem Falle besaB das Praparat zuweilen hamolytisc}e< 
Vermoégen, zuweilen aber nicht. 


Bei unseren Versuchen sind wir stets von Cadmiumchloridsalzen a). 
gegangen, die entweder aus der ersten bei Kalte oder aus der zweiten |» 
Warme vollzogenen Extraktion gewonnen waren, in keinem Falle aby; 
haimolytisch wirkten. 

Das bei Kalte hergestellte Cadmiumlecithin ist in Ather fast ganz 
unléslich; das mit Extraktion bei Warme erhaltene Produkt ist aber zuy 
Teil léslich. Den Atherextrakt lie3 man verdampfen, und es wurde ce: 
Rest im Vakuum iiber Schwefelséure getrocknet'. 


Die Jodzahl eines solchen in Ather léslichen Cadmiumlecithins bet rict 
47,35. Die Jodzahl des Cadmiumlecithins aus der ersten Extraktion be; 
KAlte ist 16,22. Die Jodzah] des Cadmiumlecithins aus der zweiten Extrak 
tion bei Warme belauft sich auf 16,67. 


Die Jodzahl der Fettséuren des in Ather léslichen und bei Warme 
mittels Verseifung mit Salzséure gewonnenen Cadmiumlecithins bet riigt 
59,82. Die Jodzahl der Fettséuren, welche mittels Verseifung mit Salzséure 
aus dem nach der ersten Extraktion bei Kalte zuriickgebliebenen Lecithin 
gewonnen wurden, betragt 39,83. Die Jodzahl der Fettséuren endlich, 
die mittels Verseifung des aus der zweiten Extraktion bei Warme 
resultierenden Lecithins gewonnen wurden, belauft sich auf 44,08. 


c) Aus Gehirn. 


Zerkleinertes Pferdegehirn wurde im voraus durch wiederholte Aceton- 
extraktion entfettet, dann getrocknet und pulverisiert. Aus dem Trocken- 
riickstand wurde das Lecithin mehrmals mit 95°,igem Alkohol extrahiert. 
Die alkoholischen Extrakte mischte man zusammen und setzte eine bei 
Kalte gesattigte Cadmiumchloridlésung hinzu. Das ausgefallte Cadmium- 
lecithin wurde auf dem Filter gesammelt, mit Alkohol und Ather gewaschen 
und im Vakuum iiber Schwefelséure getrocknet. 


Der Cadmiumchloridgehalt des Lecithin-Doppelsalzes betrigt 21,1 °,,. 


Die Jodzahl dieses Cadmiumlecithins beléuft sich auf 48. Die Jodzah| 
der mit verdiinnter Salzséure verseiften Fettséuren betragt 68. 


II. Herstellung des Lysocithins aus Eidotter. 


Zu 25 Eidottern wurden 0,01 g Kobragift, in 1 cem physiologischer 
Kochsalzlésung aufgelést, hinzugesetzt und die Mischung 24 Stunden im 
auf 50° eingestellten Brutschrank gelassen. Hierauf wurde die Masse im 
Wasserbad eingetrocknet und der Trockenriickstand wiederholt mit Aceton 
extrahiert, um die Fette und die Farbsubstanzen des Dotters zu eliminieren. 
Der in Aceton unlésliche Rest wurde mit 95 °,igem Alkohol extrahiert und 
die alkoholische Fliissigkeit filtriert und dann nochmals mit Ather aus- 
gefallt. Man gewann auf diese Art eine amorphe, weiBe Masse, die im 
Vakuum iiber Schwefelséure sorgfaltig getrocknet und hierauf auf ihr 
hamolytisches Vermégen gepriift wurde. 


1 Das in Ather nicht lésliche Lecithin-Doppelsalz weist einen Cadmium- 
chloridgehalt von 21,9°%, auf. 
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Zu gleicher Zeit wurden andere 25 Ejidotter der Einwirkung einer 

gieichen Dosis Daboiagift ausgesetzt und das mit der oben beschriebenen 

Methode gewonnene Lysocithin vergleichsmaBig auf hamolytisches Ver- 
mogen geprift. 


Lysocithin aus Kobragift. 





Verdunnung Hamolytisches Vermogen Bemerkungen 
1: 1000 +++ Bei Zimmertemperatur 
1: 10000 +++ Bei 37° C 
1: 15000 +++ | Nach 24 Stunden im Eisschrank 
1: 18000 + + Ebenso 
1: 20.000 jee : 


Lysocithin aus Daboiagift. 





Verdinnung Hamolytisches Vermégen Bemerkungen 
1: 1000 +++ Bei Zimmertemperatur 
1: 10000 +++ Ebenso 
1: 15000 +++ Nach 24 Stunden im Eisschrank 
1: 20 000 ad Ebenso 


111. Herstellung von Lysocithin- und Cadmiumchlorid-Doppelsalz. 


a) Aus Eidotter. 


1. Ein Teil dieses Lysocithins wurde in 95° igem Alkohol aufgelést 
und so viel alkoholische Cadmiumchloridlésung zugesetzt, als zur Erreichung 
eines vélligen Niederschlags nétig war. Das auf dem Filter aufgenommene 
Prazipitat wurde zuerst mit Alkohol, dann mit Ather gewaschen und bei 
gewohnlicher Temperatur im Vakuum iiber Schwefelséure getrocknet. 

Das Lysocithin- und Cadmiumchlorid-Doppelsalz enthalt 29,5° 
Cadmiumchlorid. Es ist léslich in Wasser und in physiologischer Kochsalz- 
lésung, unléslich hingegen in Alkohol und in Ather. Das himolytische 
Vermégen der Substanz ergibt sich aus folgender Tabelle: 


Cadmiumlysocithin. 





Verdiinnung Hiamolytisches Vermégen Bemerkungen 
1 100 ++4 Augenblicklich 
1: 1000 +++ Ebenso 
1:1000) ++ 4 Bei 37°C 
1: 15000 +++ Nach 24 Stunden im Eisschrank 
1:20000 i i -—— Ebenso 


Das hamolytische Vermégen war nicht nur beim Lysocithin, sondern 
auch bei seinem Cadmiumchlorid-Doppelsalz vorhanden; man kénnte 
sogar aus oben angefiihrten Daten schlieBen, es wirke das Doppelsalz 
starker hamolytisch als reines Lysocithin. 
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Zu bemerken ist auch, daB sowohl Cadmiumchlorid allein als s 
Doppelsalz mit Lecithin rote Blutkérperchen agglutinieren. 


2. Ein zweiter Teil des Lysocithins wurde wiederholt aus Alkohol u 
Chloroform kristallisiert, um ein Produkt zu erhalten, welches dem \ 
Delezenne und Fourneau beschriebenen ahniich ist. In der Folge ist abe; 
auch dieses Praparat mit Cadmiumchlorid in Doppelsalz umgewande!t 
worden. Dieses Salz besitzt ein ungefaéhr gleich ausgesprochenes haémolyt 
sches Vermégen als das aus, wollen wir sagen, rohem Lysocithin gewonnene. 
Es ist dieses ein Zeichen, daB bei der Reinigung mittels wiederholt«; 
Kristallisierung nicht dem lytischen Vermégen schadende Verunreinigung+: 
eliminiert werden, sondern wahrscheinlich Lysocithin mit doppelten Bin- 
dungen, das ebenfalls lytisch wirkt. 


3. Das aus Ejidotter gewonnene Cadmiumlecithin mit gesattigter 
Saéuren, dessen Darstellung schon friiher beschrieben worden ist, wurc: 
mit Hilfe von Kobragift in Lysocithin umgewandelt, und zwar nach de: 
unter 2. angefiihrten Methode. Man erhalt so nach dem notwendigen 
Aufenthalt im Brutschrank eine élige Masse, welche sich am Boden des 
GefaéBes ansammelt, wihrend das Cadmiumchloird in der dariiberstehende, 
Fliissigkeit in die Lésung iibergeht. Die abgesonderte élige Masse wurde 
zwecks Entfernung der Fettséuren mit Ather extrahiert und der Riickstand 
nach Auflésung in 95°%igem Alkohol bis zur vollstandigen Ausfallung 
mit alkoholischer, bei Kalte gesattigter Cadmiumchloridlésung behande!lt. 
Das gesammelte, mit Alkohol und Ather gewaschene Prazipitat wurde in, 
Vakuum iiber Schwefelséure getrocknet. Die aus dem Gifte isolierten Fett- 
séuren ergaben bei der Bestimmung der Jodzahl 44,21. Die Jodzahl des 
Cadmiumlysocithins (nach 3.) betragt 25,52. 


Die Jodzahl der Fettséuren, die mittels Verseifung aus Cadmium- 
lysocithin (nach 3.) mit bei Warme verdiinnter Salzsiure gewonnen wurden, 
betragt 38,55. 


b) Aus Pankreas. 


Was die Herstellung von Cadmiumlysocithin aus Pankreas betrifft, 
weisen wir auf das hinsichtlich der Darstellung von Lecithin aus dem gleichen 
Organ Gesagte (Abschnitt Ib) hin; wir erhielten ferner die gleiche Substanz, 
indem wir das Kobragift nach den bereits fiir Cadmiumlecithin aus Eidotte: 
angefiihrten Modalitaten auf Cadmiumlecithin aus Pankreas (den in Athe: 
nicht léslichen Teil) einwirken lieBen. 


Die Priifung des hamolytischen Vermégens, welche sowohl mit dem 
direkt aus dem Pankreas gewonnenen Cadmiumlysocithin als mit dem nach 
Einwirkung des Kobragiftes auf Cadmiumlecithin erzielten Produkt an- 
gestellt wurde, fiihrte zu folgenden Resultaten : 


Cadmiumlysocithin aus Cadmium-Pankreaslecithin + Kobragift. 





Verdiinnung Hiamolytisches Vermégen Verdunnung Hamolytisches Vermécen 
rae 
1: 100 +++ 1: 3000 aoe 
1 : 1000 +++ 1 : 4 000 bp el 


1: 2000 wwe 1: 100090 _—— 
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Cadmiumlysocithin direkt aus Pankreas gewonnen. 





Verdunnung Hiamolytisches Vermégen Verdunnung Hiamolytisches Vermogen 
1: 100 +++ 1: 3000 $+ — 
1: 1000 ++4 1: 4000 + + 
1: 2900 +++ 1: 10000 


Die Jodzahl des direkt aus dem Pankreas extrahierten, nicht der 
Wirkung des Kobragiftes ausgesetzten Cadmiumlysocithins betriigt 31,57. 
Beim Cadmiumlysocithin, das vermége der Wirkung des Kobragiftes aus 
dem Cadmium-Pankreaslecithin erhalten wurde, betrigt die Jodzah| 
22,88. Bei den Fettséuren, die dank der Wirkung des Kobragiftes erzielt 
wurden, betragt die Jodzah! 11,74. 


ec) Aus dem Gehirn. 

Zur Gewinnung von Cadmiumlysocithin aus dem Gehirn fand die 
gleiche Methode Verwendung, die wir bereits beziiglich des Cadmiumlecithins 
aus Eidotter beschrieben haben, das hierauf der Wirkung des Kobragiftes 
ausgesetzt wurde (Abschnitt IT). 

Dieses Cadmiumlysocithin wurde auch auf sein haimolytisches Ver- 
moégen gepriift und gab dabei folgende Resultate: 


Cadmiumlysocithin aus Cadmium-Gehirnlecithin + Kobragift. 





Verdunnung Hamolytisches Vermégen Verdunnung Hamolytisches Vermogen 
1: 100 +++ 1: 4000 ewe 
1: 1000 +++ 1: 5000 ++ 
1: 2000 +++ 1: 6000 A 
1 : 3000 +++ 1: 7000 





1V. Wirkung der Crotalus-, Bienen- und Skorpiongijte auf Cadmiumlecithine. 


Aus den Arbeiten von Beljanti ist bekannt, daB die Umwandlung von 
Cadmiumlecithin auch vermittelst der Gifte von Crotalusarten (Crotalus 
terrificus, Lachesis alternatus, L.lanceolatus, L.neuwiedi) und auBerdem 
mit dem Gifte von Bienensorten (Apis mellifica, Bombex hoctorum, Xilopa 
violacea), sowie mit jenem des gewohnlichen Skorpions bewerkstelligt werden 
kann. Anfangs, als wir uns des aus den Giftdriisen der Crotalusarten isolierten 
Giftes bedienten, hielten wir uns an die Technik, welche bereits hinsichtlich 
der Verwendung von Daboia- und Kobragift erwihnt wurde; beim Gebrauch 
des Giftes aus Hymenopteren aber haben wir die Extraktion des wirksamen 
Prinzips aus den Giftdriisen unterlassen und bedienten uns einfach des 
Stachels und der damit verbundenen kleinen Driisen in toto, nachdem 
wir uns iiberzeugt hatten, daB die wirksame Substanz in den zwei Carletschen 
Driisen enthalten ist und da8 das Enzym, wenn bei gewéhnlicher Tem- 
peratur aufbewahrt, seine Wirksamkeit langer als 1 Jahr nach dem Tode 
des Insekts beibehalt. 
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V. Wirkung des Wespengiftes. 
a) Auf Lecithine und Cadmiumlecithine. 


Wir wissen bereits aus den Untersuchungen von Belfanti, daB, wenn 
man das Gift der Wespen (crabro, germanica) auf Eidotteremulsion in 
physiologischer Kochsalzlésung einwirken lé8t, nach einem bestimmten 
Aufenthalt im Brutschrank bei 50° C ein reichliches, nicht lésliches Gerinnse! 
entsteht, welches kein hamolytisches Vermégen besitzt. Aus einem soleher 
Gerinnsel konnten wir mit Atherextraktion alle Fettséuren isolieren, dic 
im Lecithin vorhanden sind, wahrend in der physiologischen Kochsalzlésuny 
Phosphorséure und Cholin nachzuweisen waren. 


Es war uns daran gelegen festzustellen, ob die Fettséuren wirklich nur 
aus der Abspaltung des Lecithins stammten und nicht etwa aus den im 
Eidotter enthaltenen Fetten. Dieser Nachweis wurde bereits von anderen 
Forschern fiir das Viperngift erbracht, und wir konnten ein gleiches fiir das 
Bienengift bestatigen. Wir lieBen das Wespengift einerseits auf in physiologi- 
scher Kochsalzlésung emulgiertes, mehrere Tage bei 50°C gehaltenes, 
neutrales Olivené! einwirken und andererseits auf Triacetin, das sich, wegen 
seiner Wasserléslichkeit, besonders leicht unter dem Einflu8 des Enzyms 
hatte abspalten miissen. Die urspriingliche Aziditat des Olivendls erlitt 
selbst bei andauernder Einwirkung des Giftes keine Veranderung; jene des 
Triacetins wies, unter gleichen Bedingungen, genau dieselben Veranderungen 
auf wie die ohne Giftzusatz gehaltene Kontrollprobe. 

Das teils aus Eiern, teils aus Pankreas oder Gehirn gewonnene Cadmium- 
lecithin wurde im Verhaltn's von 1: 100 in physiologischer Kochsalzlésung 
aufgelést, mit zuerst in NaCl aufgeweichten Wespenstacheln versetzt 
(zwei Stacheln auf 1 g Doppelsalz) und 24 Stunden im auf 50° C eingestellten 
Brutschrank gehalten. Es bildete sich hierbei ein reichliches Prazipitat. 
Weder die Lésung noch das Prazipitat besaBen hamolytisches Vermégen. 
Die Lésung enthielt Cadmiumchlorid, Phosphorséure, Cholin; das in Ather 
lésliche Prazipitat wurde von einem Uberschu8 nicht ausgefallt und war 
aus Fettséiuren zusammengesetzt. 


Die Jodzahl der Fettséuren, welche vermittelst des Wespengiftes vor 
Cadmiumlecithin aus Eidotter isoliert wurden, betragt 49,63. 


b) Auf Cadmiumlysocithine. 


Die aus Eidotter hergestellten und mit Kobragift behandelten Cadmium- 
lysocithine (Abschnitt II) sowohl als das vermittelst der Kobragiftwirkung 
aus anderen Cadmiumlecithinen gewonnene Produkt (Abschnitte I, I, LI), 
wurden in physiologischer Kochsalzlésung aufgelést (3: 100) und Wespen- 
stacheln zugesetzt, die im voraus in physiologischer Kochsalzlésung aut- 
geweicht worden waren (zwei Stacheln auf je 1 g der Cadmiumverbindung). 
Nach 24stiindigem Aufenthalt im Brutschrank bei 50° C war in allen Proben 
ein reichlicher Niederschlag zu beobachten. Sowohl die Lésung wie das 
Prazipitat hatten ihr haémolytisches Vermégen vollends eingebiiBt. Die 
Lésung enthielt Cadmiumchlorid, Phosphorséure und Cholin; das Prazipitat 
war in Ather léslich und wurde mit einem Uberschu8 nicht ausgefillt 
(Fettséuren). 

Die Jodzahl der Fettséuren, die vermége der Wespengiftwirkung aus 
dem nach Delezenne und Fourneau (Abschnitt IIIb) dargestellten Cadmium- 
lecithin isoliert wurden, war gleich Null. 
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In den folgenden zwei Tabellen sind die verschiedenen Jodzahlen 
verzeichnet, welche bei den aus Eidotter und bei den aus Pankreas ge- 
wonnenen Verbindungen nachgewiesen worden sind. 





Tabelle I. 

Verbindung Jodzahl 
CS 5 hin Fel SP itisascg Sree ae a ote 45,68 
Cadmiumlysocithin. . . ates: < iate 25,52 
Mit HCl verseifte Fettsiuren aus Cadmiumlecithin . ... . . 65,34 
Mit HCl verseifte Fettsiuren aus Cadmiumlysocithin .. .. . 38,55 
Durch Kobragift aus Cadmiumlecithin isolierte Fettsiuren . : 44,21 
Durch Wespengift aus Cadmiumlecithin isolierte Fettsiuren . 49.63 

Fettsiuren die durch Wespengift aus Lysocithin, das zu Cadmium 
rekristallisiert wurde, gewonnen sind* . . ee —_ 0,00 
Synthetisches Cholin. . . . . ae ey eee ee 40,00 


° Dieses Lysocithin wurde nach der heii von Delezenne hergestellt und hierauf in das 
umgewandelt. 





ent r rr 

Da fiir die Fettséuren des Cadmiumlecithins eine Jodzahl von 65,34 
vefunden wurde, so miiBte das Lecithin 72°, Olséure enthalten und dem- 
entsprechend eine Jodzahl von 36 aufweisen; ferner ist der Jodmenge 
Rechnung zu tragen, die vom Cholin verbraucht wird. Auf 100 Teile eines 
vermutlichen Stearin-Olein-Cadmiumlecithins treffen 11,8 g Cholin, welche 
4.752 Jod verbrauchen. | : 

Total 36,05 + 4,75. . eee rae 


Befund bei Cadmiumlecithin Nene ee 
OEE ES ae ee ee 


Diese Differenz erklart sich leicht nicht nur als ein bei der Analyse 
eingelaufener Fehler, sondern auch, wenn man bedenkt, daB im Cadmium- 
lecithin Fettséuren vorhanden sein kénnen, die weniger geséttigt sind als 
Olséure, oder daB mehr als ein Olséuremolekiil auf je ein Lecithinmolekiil 
trifft. 

Macht man diese Berechnung fiir Cadmiumlysocithin, so kommt man 
auf einen gleichen SchluB. Die Jodzahl der vom Cadmiumlysocithin ver- 
seiften Fettsdéuren (38,55) sollte 42,8 ° Olséure entsprechend sein, weshalb 
Cadmiumlysocithin eine Jodzahl von 14,25 besitzen miiBte; das darin 
enthaltene Cholin (15,7 g) hat eine Jodzahl von 6,28. 


14,25 
6.28 
. tare ePpr ye , 20,53 
beim Cadmiumlysocithin gotenden Rm 
DR ahs «elds seh acddiae tas « AE 


Wie schon oben gesagt, so kann auch hier diese Differenz auf die 
Gegenwart von weniger gesittigten Sauren als Olséure im analytischen 
Lysocithin zuriickgefiihrt werden. 

Aus der gleichen Tabelle ist auch ersichtlich, daB die chemisch mit 
Salzsiure verseiften Fettsiuren eine viel geringere Jodzah] besitzen als 
die mittels Wespenenzym vollstandig abgespaltenen Fettséuren. Man 
kénnte dieses Resultat damit erklaren, daB vielleicht Wespengift die Fett- 
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séuren nicht nur verseift, sondern zum Teil auch deren doppelte Binduny 
zerstort, so daf notwendigerweise Fettséuremischungen mit bedeuterc 


niedriger Jodzahl entstehen. Wir beabsichtigen auf diesen Punkt spater 


noch einmal zuriickzukommen. 


Tabelle Il. 


(Aus Pankreas.) 





Verbindung Jodzah! 
In Ather lésliches Cadmiumleecithin . . .......2.2.2.. 47,35 
Bei Kalte extrahiertes Cadmiumlecithin . .. . . oe got 16,22 
Bei Warme (37°C) extrahiertes Cadmiumlecithin . . . . . 17,67 
Bei 37°C mit Kobragift extrahiertes Cadmiumlecithin . . . . 22,88 
Direkt aus Pankreas extrahiertes Cadmiumlecithin . . . . . 31,57 
Mit HCl aus atherloslichem Cadmiumlecithin verseifte Fettsauren 59,82 
Mit HCl aus bei Kalte extrahiertem Cadmiumlecithin verseifte 
a ene ee "oa oe ae ee 39,83 
Mit HCl aus bei 37°C extrahiertem Cadmiumlecithin verseifte 
RY Sa aca Ue ak ee A yale 44.08 
Mit Kobragift aus bei 37°C extrahiertem Cadmiumlecithin ver- 
NS A Se i cei, 11,74 


VI. Wirkung der verschiedenen Enzyme auf Calcium- und Natriumsal~ 
der Glycerinphosphorsdure. 


Calcjumsalz der Glycerinphosphorséure verschiedener Herkunft 
(Poulenc freres, Erba, Lepetit, Uranio) wurde in Kochsalzlésung aufgeldst 
(1: 100) und zu drei verschiedenen Kobra-, Bienen- und Wespengiftproben 
zugesetzt. Nach 10 Minuten langem Verweilen im Brutschrank bei 50° C 
waren die Lésungen mit Kobragift und mit Bienengift vollkommen klar, 
wahrend jene mit Wespengift eine beginnende Triibung aufwies; nach 
etwa 1 Stunde waren alle drei Lésungen getriibt. Das mit dem Enzym 
der Wespe erhaltene und bei Kalte in verdiinnter Salpeterséure geléste 
Prazipitat gab bei Zusatz von Ammoniummolybdat augenblicklich einen 
gelben Niederschlag aus Ammonium-Phosphormolybdat; das mit Kobra- 
oder mit Bienengift erhaltene Prazipitat blieb hingegen bei gleichartiger 
Behandlung selbst nach 12 Stunden noch vollkommen klar. Das mit 
Salpeterséure angeséuerte Filtrat gab bei Zusatz von Ammoniummolybdat 
auch in der Fliissigkeit mit dem Enzym der Wespe einen gelben Nieder- 
schlag aus Ammonium-Phosphormolybdat, wahrend sogar nach 12 Stunden 
in den Proben mit Kobragift als auch in den Kontrollproben nichts zu 
beobachten war. Das erste Prizipitat ist also in diesen letzteren Fallen 
auf die Calciumsalze der Glycerinphosphorséure, die des Kristallwassers 
beraubt sind, zuriickzufiihren. 


VII. Wirkung der Enzyme auf Phytin. 


Drei verschiedene Proben von Kobra-, Bienen- und Wespengift wurden 
zu einer Phytinlésung in physiologischer Kochsalzlésung, die etwas Citronen- 
saft enthielt, hinzugefiigt und die Gemische im Brutschrank bei 50° ( 
gehalten. Die Lésungen waren aber nach 36 Stunden noch ganz unverandert 
geblieben. 
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VIII. Wirkung der Ricinuslipase auf Cadmiumlecithin und -lysocithin. 


Zu Cadmiumlecithin in physiologischer Kochsalzlésung (1: 100) wurde 
eine kleine Menge Ricinusenzym hinzugefiigt und das ganze im auf 36 bis 37° 
eingestellten Brutschrank aufbewahrt. Ein einziges Mal war es médglich, 
die Reaktion in einem Moment abzubrechen, in dem Lysocithin in der 
Lésung vorhanden sein muBte, da eine der Proben haimolytisch wirkte. 
Bei allen iibrigen Versuchen, die teils mit Cadmiumlecithin, teils mit Eidotter 
angestellt wurden, gelang es niemals eine derartige Ubergangsphase im 
enzymatischen Proze8 der Ricinuslipase augenscheinlich zu machen. Gewi8 
ist jedenfalls, daB dabei Fettséure aus dem Lecithin befreit wird; es bleibt 
jedoch noch unverandertes Lecithin zuriick, auch wenn man die Lipase 
langere Zeit einwirken laBt. 

Wird mit Cadmiumlysocithin experimentiert, so ist das Resultat ein 
gleichartiges: ein Teil der Lipoidsubstanz kommt sicher zur Abspaltung, 
da Fettséure in Freiheit gesetzt wird; es bleibt aber noch mehrere Tage das 
hamolytische Vermégen der Lésung bestehen. 

Die Ricinuslipase ist den Salzen der Glycerinphosphorséure und dem 
Phytin gegeniiber wirkungslos. 


IX. Wirkung der Octohydroanthracensulfosdure (Idrapid) 


a) auf Cadmiumlecithine und -lysocithine, 


Zu einer 1° igen Cadmiumlecithinlésung wurde eine 5°,ige Idrapid- 
lésung zugesetzt, wobei fiir das Idrapid ungefahr ein Zehntel vom Gewicht 
des Lecithins berechnet wurde. Die Probe kam in den aut 100° eingeste|lten 
Brutschrank. Die antangs opaleszierende Fliissigkeit klarte sich nach und 
nach auf, und es bildete sich ein reichlicher Niederschlag, der sich auf dem 
Boden des GefiBes ansammelte; die Reaktion verlauft schneller oder 
langsamer (1 bis 10 Stunden), je nach der zugegebenen Menge Idrapid. 

Wird die Reaktion in diesem Moment unterbrochen, so ist zu bemerken, 
daB die Lésung das Blut stark agglutiniert (das ganze Cadmiumchlorid 
wurde zu Doppelsalz gespalten und ist in der Lésung vorhanden). Der 
filtrierte Niederschlag ist schwach hamolytisch; wird er aber in Ather 
aufgelést und mit einem Uberschu8 neuerdings gefallt, so sondert sich 
daraus eine Substanz ab, welche, wenn filtriert und mit neuem Ather ge- 
waschen, stark haimolytisch wirkt (1: 4000) und noch Fettséuren, Phosphor 
und Cholin enthalt. Diese Substanz lést sich in Alkohol auf und wird mit 
einer bei Kalte gesattigten Cadmiumchloridlésung neuerdings ausgefallt ; 
es bildet sich also mit diesem Chlorid Lysocithin-Doppelsalz. 

Wenn man aber, anstatt die Reaktion beim obengesagten Moment 
zu unterbrechen, das Enzym noch weitere 12 bis 20 Stunden einwirken 
l4Bt, so steigt das Prapizitat nach und nach vom Boden zu der Oberflache, 
wo es sich ansammelt. Ist die Abspaltung eine vollisténdige (was mitunter 
schwer zu erreichen ist, weil die in Freiheit gesetzten Fettséuren neben 
Lecithin auch Lysocithin bergen und daher den weiteren Ablauf der 
Reaktion hindern), so geht das hamolytische Vermégen sowohl der Lésung 
als des Prazipitats ginzlich verloren. Man kann in der Lésung Cadmium- 
chlorid aus Phosphorséure und Cholin nachweisen; das Prazipitat hingegen 
besteht nur aus in Ather léslichen Fettséuren. 

Die Jodzahl der atherléslichen Fettséuren betragt : 


bei partiellem Abbau .......... 70 
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b) auf Caleium- und Natriumsalze der Glycerinphosphorsaure. 


Idrapid ist auch Calcium- und Natriumsalzen der Glycerinphosphor- 
séure gegeniiber wirksam. Wird es zu diesen Salzen zugesetzt und <j 
Mischung einige Zeit bei 100° gelassen, so befreit es die Phosphorséure ans 
dem Molekiil. Wahrend die bei Kalte mit verdiinnter Salpeterséure an. 
gesiuerte Kontrollprobe bei Behandlung mit Ammoniummolybdat keinen 
Niederschlag bildet, selbst nicht nach 12 Stunden, so gibt die Fliissigkeit 
mit Idrapid bei gleichartiger Behandlung kurz darauf ein Prazipitat, das 
aus Ammoniumphosphormolybdat besteht. 
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i’ber den Kalium-, Calcium- und Cholingehalt des Blutes 
und seine Verinderungen 
nach der Exstirpation der Schilddriise beim Hunde. 


Von 


Maria Maxim und C. Vasiliu. 


(Aus dem Laboratorium fiir medizinische Analyse und Biochemie in 
Bukarest.) 


(Eingegangen am 4. April 1928.) 


Die Rolle, welche die Schilddriise im vegetativen Leben spielt, 
ist schon lingst bekannt, ebenso ihr enger Zusammenhang mit dem 
sympathischen und parasympathischen Nervensystem. Bei Krank- 
heiten wie: Basedow, Mixoedem, nimmt man eine VergréBerung bzw. 
Verminderung der Funktion dieser Driise an. Die Schilddriise ist 
eine innersekretorische Driise und als solche funktioniert sie als Regulator 
der Elektrolytkombinationen und Hormonwirkungen im ganzen inneren 
vegetativen System. Die Untersuchungen von Kraus und Zondek, 
Wollheim, Eppinger und Hess haben den Zusammenhang zwischen 
der Erregung des vegetativen Nervensystems und den von ihm ver- 
ursachten Elektrolytschwankungen der Zellen festgestellt und dem 
Kalium und Calcium eine erste Stelle in dem Gleichgewichtszustand 
der Lonen gesichert. 

Der Mineralstoffwechsel bzw. der Elektrolytgehalt des Blutes und 
der Organe wird unbedingt gestért, sobald wir einem Tiere irgend eine 
Driise entfernen. Nach manchen Autoren wird die Schilddriise als 
Regulator der Ca-lonen im tierischen Organismus angesehen. Nach 
Larson und Fisher erfolgt eine Verminderung des Blutcalciums bei 
Hunden, denen die Schilddriise und partiell die Nebenschilddriise 
entfernt wurde. 

Nach Eppinger und Hess findet man bei Basedowkrankheit eine 
Caleiumvermehrung. Nach Waldorp und Trelles dagegen erfolgt bei 
allen Schilddriisenaffektionen eine Calciumverminderung. 





238 M. Maxim u. C. Vasiliu: 


Fiir die Verinderungen des Kaliumgehalts im Blute in Zusamme, 
hang mit der Schilddriise findet man wenige Angaben; man miilit, 
nach der Theorie von Kraus und Zondek annehmen, daB einer (4 
Verminderung eine bedingte K-Vermehrung folgen soll, und umgekehrt 


Was nun das Cholin anbetrifft, sind die Angaben der Literaty; 
sehr widerspruchsvoll: lange Zeit hat man die Anwesenheit des Cholins 
im Organismus bestritten; jetzt wei man, daB es sehr verbreitet ist 
und eine wichtige Rolle im vegetativen Leben spielt. Dennoch sinc 
die bisherigen Analysen und Beobachtungen nur in einzelnen dis. 
paraten Fallen gemacht worden, so da man zu keinen sichere; 
genauen Schliissen gekommen ist. 


Wir haben die K-, Ca- und Cholinbestimmungen im Blute bei 
schilddriisenlosen Tieren soweit als méglich ausgefiihrt; als Tiere 
nahmen wir mittelgrobe Hunde von 10 bis 12 kg Gewicht. Das Blut 
wurde jedesmal einen Tag vor der Operation analysiert, dann wurde 
am nachsten Tage méglichst nur die Schilddriise entfernt (beim Hunde 
ist eine genaue Trennung von der Nebenschilddriise oft sehr schwierig): 
die Operationsstelle wird wieder genaht und alle 24 Stunden, in der 
Frithe, vor dem Futtergeben, Blut aus der V. jugularis mit der Spritze 
entnommen. In einem Teile wurden Kalium und Calcium nach der 
Methode von Kramer und Tisdall bestimmt, in der zweiten das Cholin 
durch Extraktion, Dialyse und Fillung als Perjodid bestimmt. Die 
Folgeerscheinungen der Schilddriisenexstirpation stellten sich bald 
ein und erreichten ihr Maximum am vierten bis siebenten Tage. Ein 
Teil der Tiere starb auf dem Maximum der Manifestationen, manche 
iiberlebten verschieden lange. Die Blutgehaltsanderungen an Kalium., 
Calcium und Cholin wurden solange als miéglich verfolgt. 


Nachstehende Tabelle zeigt einige Ergebnisse unserer Versuche 
Kalium und Calcium sind in Milligrammprozenten angegeben, das Cholin 
in Grammpromille; die Bestimmungen- wurden fiir das Gesamtblut 
ausgefiihrt. 





Zeit der Blutentachess Kalium Calcium Cholin 
mg+/o mg+"/o g+/o9 
Versuch 1. 
Vor der Exstirpation .. . is — - 0,0196 
Am 4. Tage nach der Exstirpation ide — — 0,0280 


Versuch 2. 


Vor der Exstirpation . . - — — 0.0196 
Am 2. Tage nach der Exstirpation \ a — _ 0,0210 
3. 9 ‘tal e -- — 0,0340 


4. ., Exitus 
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Zeit der Blutentnahme 


Versuch 3. 


Vor der Exstirpation .. . ‘ 
A Tage nach der EF xstirpation , 
é 3. 2 " ® ° 
» + ” ” 


Versuch 4. 


Vor der Exstirpation ° 
. Tage nach der Exstirpation . 


gleichen Tage Exitus 


Versuch 5. 


Vor de r Exstirpation . : 
{m Tage nach der Exstirpation ; 


" Ht » = . ” 
Versuch 6. 


Vor der Exstirpation .. . : 
Am 2. Tage nach der E xstirpation n. 


Kalium 


23,4 
20,7 
18,2 


— to 
n= 


23, 
4. 


(wahrend der Krise) , 11,8 
Am 4. Tage nach der Exstirpation 9,45 
. -_ 2 » » - 9,2 
a ss . 

(hat tetanische Kriampfe) ot am 20,7 
Am 7. Tage nach der Exstirpation . 11,82 
a | " . 

(hat Krampfe) . —o 15,38 
Am 9. Tage nach der Exstirpation 

(in Krampfen). . . . 15,46 
Am 10. Tage nach der Exstirpation 11.82 
« » m 

(in Krimpfen) . 2 12,4 
Am 12. Tage nach der Exstirpation 

(in Krampfen) . : : 16,27 
Am nichsten Tage tot gefunden 

SchluBfolgerung. 


Calcium 


10.2 
10.3 
10.9 
14.2 


—- ee 
wmrw 
~) w 
to 


25.0 
37,0 
41,0 
40,7 


— i 
Sto to 
te oror 


Cholin 


0 


Re" 00 


0,0168 
0.0194 
0.0280 
0.0360 


0,0196 
0,0210 
0,0420 
0.0338 
0.0336 
0.0336 
0.0400 


0,0152 
0,0284 
0.0820 


0.0197 
0,0252 
0.0521 
0,0425 
0.0365 


0,03882 
0.0310 


0.0280 


0.0270 
0.0254 


0,0260 


0,0320 


Wir beobachten in allen Fallen eine konstante Verminderung des 
Kaliumgehalts in den ersten vier bis sieben Tagen nach der Operation. 
Das Calcium bleibt einige Zeit unverandert, um dann in die Héhe zu 
gehen. Das Cholin steigt auch, und zwar sofort nach der Exstirpation; 
es erreicht sehr hohe Werte wahrend der tetanischen Krampfe und der 
Atmungsinsuffizienzkrisis; in diesen Momenten ist auch das Kalium 
sehr erhéht. 
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Fortlaufende Untersuchungen 
iiber den Chemismus der Angiospermensamen und die iuGeren 
natiirlichen, wie kiinstlichen Keimungsfaktoren. 


I. Mitteilung: 
Der Einflu8 des Frostes auf die Keimfahigkeit. 


Von 


Anneliese Niethammer. 


Institut fiir Botanik und Warenkunde der deutschen technischen Hoch- 
schule in Prag I.) 


(Eingegangen am 4, April 1928.) 


Es ist in der Pflanzenphysiologie kaum ein Gebiet, das so ab- 
wechslungsreich und mannigfaltig ist. wie das der {Keimungsbiologie. 
lrotz vielfacher Detailstudien sind wir noch weit davon entfernt, ein 
iibersichtliches und zusammenfassendes Wissen tiber die den Keimungs- 
beginn bzw. -verzug beherrschenden Faktoren zu haben. ‘Vor allem 
kennen wir noch lange nicht alle die Faktoren, die im Laboratorium 
die Keimung auslisen oder dieselbe begiinstigen. Bei einschlagigen 
Priifungen erlebt man bei Wiederholungen von Versuchen immer 
wieder Cherraschungen. Vollkommen ungeklirt ist vorliufig noch 
das Zustandekommen und Ausklingen der Ruheperioden. Die Keimungs- 
verhaltnisse, wie sie in der Natur vorhanden sind, sind uns gegenwartig 
noch vollkommen verborgen, vielleicht erméglichen aber exakte und 
nach allen Seiten ausgreifende Versuche Riickschliisse auf die natiirlichen 
Verhaltnisse. 

Eine Vertiefung der Kenntnisse tiber den inneren Aufbau des 
Samens kann vielleicht manches Ratsel, das der sich auBerlich so 
verschieden offenbarende Keimungsverlauf bietet, lésen. Umgekehrt 
scheint es wieder méglich, aus dem Verhalten der Samen auberen 
Einfliissen gegeniiber Riickschliisse auf den inneren Aufbau und die 
innere Struktur zu erhalten. 

Demnach wird es begreiflich erscheinen, daB in den folgenden 
Mitteilungen diese beiden Problemstellungen miteinander verquickt 


werden. 
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Die erste Mitteilung behandelt ein Agens, das nach den Angabey 
aus der Literatur einen groBen EinfluB auf die Keimfahigkeit ausii!) 
Das Ziel der hier mitzuteilenden Untersuchungen gipfelt, wie beret. 
vorhin gesagt wurde, darin, die inneren und auBeren Keimungsfaktorey 
in ihrer vielseitigen Wechselwirkung kennenzulernen. Der Frost. 
einfluB kann sich nun in so mannigfacher Weise auf die inneren Vor. 
ginge im Samenkorn auswirken, daB es zunichst nicht unwichtig 
erscheint, genau zu studieren, wie der Frost auf den sich auBerlich 
zeigenden Keimverlauf wirkt. 


Nach den Angaben von Kinzel! wirkt Frost bei einer sehr grob« 
Zahl von Samen itiberhaupt erst auslésend, d.h. durch ihn wird dic 
Keimung erméglicht. Bei friiheren Untersuchungen, die in anderem 
Zusammenhang ausgefiihrt wurden, fiel mir auf, daB durch Frost dic 
von mir als ruhend befundenen Samen nicht erweckt wurden. 


Ich war daher schon lange bestrebt, bei meinen Studien iiber dic 
Samenruhe eingehende Untersuchungen direkt tiber die eventuell 
auslésende Wirkung des Frostes zu machen, um zu sehen, ob der Frost 
wirklich anders wirkt als die meisten chemischen und physikalischen 
Stimulantia, mit denen es mir bekanntlich nie gelang, die Ruhe zu 
brechen?. 

In der vorliegenden Mitteilung wird der Einflu8 eines mehrmaligen 
Frostg¢s bis zu — 10° und eines langsamen Auftauens auf die Keim- 
fahigkeit gepriift. Zu den Versuchen stand mir ein Elektro-Lux-Eis- 
schrank zur Verfiigung. Das Arbeiten mit diesem Kiihlschrank ist 
sehr angenehm, da man keinerlei Kaltemischung braucht, die Kiihlung 
erfolgt nur durch die Verdunstung des in einem steten Strome kreisenden 
Wassers, das elektrisch erwirmt wird. Der genannte Apparat wurde 
mir von meinem Vater aus dem elektrotechnischen Institut zur Ver- 
fiigung gestellt, wofiir ihm nochmals gedankt sei. 


Die Besprechung der Versuchsergebnisse erfolgt im Rahmen 
meiner Gruppeneinteilung. Gruppe I bedeutet tiefe Ruhe. In der 
Untergruppe Ic kénnen die Samen durch Dauerbelichtung erweckt 
werden. Gruppe II enthalt die Samen und Friichte, die langsam und 
haufig auch unvollkommen keimen. Gruppe III umfaBt endlich die 
rasch und vollkommen keimenden Samen. 


Die hier mitgeteilten Untersuchungen wurden durchwegs vom 
Herbst 1927 bis zum Friihjahr 1928 durchgefiihrt. 


1 W. Kinzel, Frost und Licht als beeinflussende Krafte bei der Samen- 
keimung. Stuttgart, Ulmer, 1913 und 1926. 
im #* A. Niethammer, Cohns Beitrage zur Biologie der Pflanze. 1928 
Druck. 
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Die Versuchsanordnung war stets vierfach. Eine Samenprobe 
wurde zwei- bis dreimal bis zu — 10° durchgefroren, langsam auftauen 
gelassen und dann bei Dunkelheit und 21° zur Keimung gestellt (F/D), 
die zweite Probe wurde zunichst genau so behandelt, nur das Auf- 
stellung im Lichte und bei 21° erfolgte (F/L), die dritte Probe fand 
endlich im Dunkeln und die vierte im Lichte Aufstellung (D und L). 
Als Lichtquelle diente das Licht einer elektrischen Nitralampe. 


Gruppe Ia. 

Hier waren die Untersuchungen besonders anziehend, da nach 
Kinzel Frost auslésend wirkt. Tritt nach der Frostwirkung tatsdchlich 
Keimung ein, so wire es nicht schwer, durch exakte biochemische 
Untersuchungen an gefrorenen und nicht gefrorenen Proben die je- 
weiligen Unterschiede im Aufbau und in der Zusammensetzung fest- 
zustellen und so die keimungsauslésenden Umsetzungen zu erfassen. 


Aus dieser Gruppe wurden nachstehende Vertreter gepriift: Anthris- 
cus silvestris, Alliaria officinalis (wenig reifes Material), Chaerophyllum 
bulbosum, Campanula rapunculus, Alectorolophus major, Heracleum sphond y- 
lium, Galeopsis tetrahit. 

In keinem einzigen der gepriiften Fille bedingte die Frostwirkung 
Auslésung der Keimung. In dieser Gruppe, wo die Versuche zu weit- 
gehenden Schliissen berechtigen sollten, wurden die Keimproben ‘auch 
bei niedrigeren Temperaturen aufgestellt, es erfolgte aber auch dann 
keine _Keimungsauslésung. 

Gruppe Ie. 

Nicotiana glauca: F/D sehr wenige Keimungen, D iiberhaupt keine 
Keimungen. L und L/F 90°, Keimungen. 

Hypericum perjoratum: F/D iibt einen sehr giinstigen Einflu8 aus, 
D iiberhaupt keine Keimungen, F/L keine Keimungen, L entspricht F /D. 


Gruppe Ila. 


Campanula rapunculus (1 Jahr alt): FD wirkt ebenso giinstig wie L, 
D wenig Keimungen, die nicht annéhernd die Keimungen bei L erreichen, 
FL unterbindet die Keimung. 

Bupleurum jalcatum: F/D wirkt auBerordentlich giinstig, D wenig 
Keimungen, F/L wirkt ungiinstig, L allein ist sehr giinstig. 

Chelidonium majus: D/F sehr giinstig, D wenig Keimungen, F/L wirkt 
ungiinstig, L allein ist sehr giinstig. 

Sinapis arvensis: D/F sehr giinstig, D sehr wenig Keimungen, D/L 
besser als D, aber nicht so gut wie D/F, D entspricht L. 

Capsella bursa pastoris: F /D entspricht D, L entspricht D und endlich 
F/L entspricht D. 

Neptunia oleracia: F /D wirkt sehr giinstig, D sehr wenig Keimungen, 
auch F/L ist hier giinstig, L allein bedingt weniger Keimungen. 

Delphinium consolida: D/F wirkt sehr giinstig, D sehr wenig Kei- 
mungen, F/L keine Keimungen, L wenig Keimungen. 

Verbascum thapsus: D/F auBerordentlich giinstig, D wenig Keimungen, 
F/L ist bereits viel weniger giinstig, L zahlreiche Keimungen. 

16* 
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Gruppe IIb. 

Papaver rhéas: DF und F/L schaden beide, D entspricht L. 

Melandryum rubrum: FD schadigt voriibergehend, F/L schadict 
dauernd, D entspricht L. 

Gruppe III. 

Pisum sativum (Sorte Viktoriaerbse): D entspricht L, D/F und L PF. 
DF und LF schadigen. 

Agrostemma githago: Alle vier Proben keimen gleich gut. 

Centaurea cyanus: Alle vier Proben keimen gleich gut. 

Triticum sativum (Sorte Criewener Weizen): Alle vier Proben keimen 
gleich gut. 

Lappa major: D/F, L/F und L schadigen. 

Die hier mitgeteilten Versuchsergebnisse sind recht interessant 
Soweit ruhende Samen gepriift wurden, konnte durch die Frostwirkuny 
keine Auslésung bedingt werden. Bei Lichtkeimern, die nach meiner 
Einteilung in die Gruppe Ie gehéren, vermag Frost die Lichtwirkung 
einigermaBen zu ersetzen. In der Gruppe Ila, wo nahezu alle Stimu-. 
lantia giinstig wirken und wo vor allem der Lichteinflu8 sehr stark 
ist, wirkt der Frost sehr giinstig ein. Eine Addition von Frost und Licht. 
wirkung tritt im allgemeinen nicht ein, die Summierung dieser beiden 
Atmosphirilien bedingt hier haufig ernste Schidigungen. Bei den 
Vertretern der Gruppe IIb wirkt Frost unbedingt ungiinstig. In der 
Gruppe III tibt der Frost gewéhnlich tiberhaupt keinen Einflu8 aus, 
seltener schadigt er. 

Ein so kurzer und voriibergehender EinfluB wie der des Frostes 
vermag die tiefe Ruhe bei den Vertretern der Gruppe Ia nicht zu brechen 
Anders ist es vielleicht mit einem lange andauernden Einflu8 von 
kiihlen Temperaturen bestellt (dabei ist jedenfalls an eine monatelange 
Einwirkung zu denken), durch diesen lange und stets andauernden 
Einflu8 werden vielleicht die sich langsam abspielenden Abbauvorgange 
im Samen beschleunigt. 

Diese hier gemachten Erfahrungen bestarken mich immer mehr 
in meiner Ansicht, daB man kaum ein Stimulans finden wird, das be- 
fahigt ist, bei diesen ruhenden Samen die Ruhe zu brechen. Es sind 
héchstwahrscheinlich noch sehr komplizierte innere Umsetzungen 
nétig, bevor die Samenruhe ausklingen kann. 

Die Frost- und Lichtwirkung zeigen bei gesonderter Einwirkung 
sehr viel iibereinstimmendes. Diese Beobachtung deutet darauf hin. 
daB diese beiden Agentien wahrscheinlich auf das Innere des Kornes 
einwirken. 

Uber den Zusammenhang zwischen der sich auBerlich in einem 
begiinstigenden Keimverlauf zeigenden Frostwirkung und dem inneren 
Aufbau des Samenkornes wird in der nachsten Abhandlung berichtet. 














Fortlaufende Untersuchungen 
iiber den Chemismus der Angiospermensamen und die duberen 
natiirlichen wie kiinstlichen Keimungsfaktoren. 


Il. Mitteilung: 
Der Acetaldehyd. 


Von 


Anneliese Niethammer. 


(Institut fiir Botanik und Warenkunde der Deutschen technischen Hoch- 
schule in Prag I.) 


(Eingegangen am 4. April 1928.) 


Die ersten hier mitgeteilten Untersuchungen wurden dem Einfluf 
des Frostes auf die Keimfahigkeit gewidmet, in der zweifen Mitteilung 
soll die Bedeutung des Acetaldehyds und sein Vorkommen im Samen 
behandelt werden. Die Aufgabe, die wir uns dabei stellten, gliedert 
sich in drei Teile. Erstens muBte untersucht werden, ob in den Samen 
und Friichten tiberhaupt Acetaldehyd vorhanden ist, ferner mubte 
das Mengenverhiltnis in den einzelnen Samen beriicksichtigt werden. 
In zweiter Linie muBte die Frage beantwortet werden, ob das Vor- 
handensein von Acetaldehyd in einem ursachlichen Zusammenhang 
mit der Keimfahigkeit des Samens steht. Weiterhin mubte gepriift 
werden, ob die Menge des vorhandenen Acetaldehyds durch aubere 
Einfliisse vermehrbar ist, dabei ist vor allem der Frostwirkung zu ge- 
denken. In dritter Linie muB8te dariiber Aufklarung verschafft werden, 
ob sich Samen, die reich an Acetaldehyd sind, diesem Agens gegeniiber, 
das bereits friiher von mir als Stimulans der Samenkeimung erkannt 
worden war', anders verhalten als solche, die wenig oder gar nichts 
von dieser Substanz enthalten. 


1. Priifung auf das Vorhandensein von Acetaldehyd in den verschiedensten 
Samen und Friichten. 

Bei meinem kurzen Aufenthalt im Institut fiir Chemie der Technischen 

Hochschule in Graz im Sommer 1927 wurde ich mit den interessanten 





1 4. Niethammer, Jahrb. f. wiss. Bot. 67, 223, 1927. 
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Arbeiten von Griebel! iiber den qualitativen Nachweis von Acetaldelhy 
in Samen und Friichten bekannt. Der Nachweis des Acetaldehyds nach 
Griebel erfolgt durch eine einfache Mikrosublimation, ahnlich der, wie sje 
von Emich von Objekttriager zu Objekttrager angegeben wird*®. Die zur 
Untersuchung gelangenden, nicht zu diinnen mikroskopischen Schnitte 
der Samen werden in ein Mikrobecherchen gelegt (GréBe etwa 3 ccm), 
dann wird ein Trépfche nWasser zugegeben und rasch mit einem Deckglas, 
das vorher mit einem Tropfen des Reagens beschickt worden war, bedeckt. 
Als Reagens dient Para-Nitrophenylhydrazin in 15 °,iger Essigséure gelist. 
(Die Lésung ist jeweils vor Gebrauch frisch herzustellen.) Das Mikro- 
becherchen wird zunéchst auf dem Wasserbad méBig erwairmt und dann 
etwa 20 Minuten abkiihlen gelassen. Ist Acetaldehyd vorhanden, so ist 
er an seinen typischen goldgelben Kristallen, die er mit dem Reagens bilcet, 
zu erkennen. Diese Kristalle kénnen nach den griindlichen Untersuchungen 
von Weiss* und wie ich mich iibrigens auch selbst iiberzeugen konnte, 
nicht leicht mit anderen verwechselt werden. 


Griebel hat bereits in einer groben Zahl von Samen und Friichten 
Acetaldehyd in gréBeren und kleineren Mengen nachweisen kénnen. 
demnach war es wahrscheinlich, dab sich bei eingehenden Unter- 
suchungen diese Zahl noch wird vermehren lassen. Klein und Pirschi: 
wiesen in bestimmten Samen, wie Phaseolus, Pisum und Lupinus 
nach vorangegangener Quellung auch Acetaldehyd nach. Bei keimenden 
EiweiB-, Fett- und Kohlehydratsamen konnte von den gleichen Autoren 
.Acetaldehyd als intermediires Atmungsprodukt festgestellt werden‘. 
Die Untersuchungen von (’. Neuberg® und seiner Schule hatten gezeigt, 
welch wichtiges Zwischenglied der Acetaldehyd beim Abbau der Kohle- 
hydrate ist, so dab sein Nachweis im Samen, bei dem bei Beginn der 
Keimung Abbauvorgange von ausschlaggebender Bedeutung sind, 
nicht uninteressant sein kann. Die Atmung im lufttrockenen Samen 
ist, wie wir den Angaben bei Kolkwitz® entnehmen kénnen, praktisch 
gleich Null, bei Beginn der Keimung, die durch erhéhte Wasseraufnahme 
eingeleitet wird, steigt auch die Atmung. Es ist nun von vornherein 
nicht ausgeschlossen, dab bei keimfahigen Samen ein gréBerer Acet- 
aldehydgehalt vorhanden ist, als bei nicht keimfahigen, da ja dessen 
Vorhandensein fiir das rasche Ingangsetzen der Atmung nicht be- 
deutungslos sein kann. An dieser Stelle sei aus der Arbeit von Neuberg 
und Gottschalk’ folgendes zitiert: ,,Gleichgiiltig, ob die Atmung vor- 

1 G. Griebel, Zeitschr. f. Untersuchung. d. Nahrungs- u. GenuBmittel 
47, 438, 1924. 

2 F. Emich, Mikrochem. Prakt. Miinchen, F. Bergmann, 1924. 

3 F. Weiss, Uber den mikrochemischen Nachweis fliichtiger Aldehyde 
und Ketone, Diss. Jena 1926. 

* G. Klein und Pirschle, diese Zeitschr. 168, 340, 1926. 

5 C. Neuberg und Mitarbeiter, ebendaselbst 1911 bis 1925; bes. 151, 
167, 1924. 

®° R. Kolkwitz, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 19, 285, 1901. 

7 C. Neuberg und Gottschalk, diese Zeitschr. 160, 256, 1926. 
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wiegend oxydativ oder oxydativ-reduktiv ist, sowohl im Pflanzen- wie 
im Tierreich ist sie durch die obligate Bildung von Acetaldehyd gekenn- 
zeichnet.“* Erwihnt muB hier auch werden, daB Boresch' zum SchluB 
seiner Arbeit tiber das Friihtreiben mittels Acetaldehyds schreibt, daB 
es auch méglich sei, dab der Acetaldehyd, der im Pflanzenreich so weit 
verbreitet ist, nur die Rolle eines allgemeinen Reizstoffes spielt. 

Jedenfalls erschien es bei der groBen biologischen Bedeutung, 
die, wie den kurzen Ausfiihrungen hier zu entnehmen ist, dem Acet- 
aldehyd zukommt, nicht uninteressant, die hier angedeuteten Priifungen 
zu machen. 

Bei dem Gang der Untersuchungen diente wieder die bereits in 
der ersten Mitteilung beschriebene Gruppeneinteilung der Samen als 
Einteilungsprinzip. Hier mute noch eine neue Gruppe von Samen 
eingefiigt werden, die wir mit Gruppe IV bezeichnen wollen und die 
jene Samen umfaBt, die ihre Keimfahigkeit infolge ihres Alters bereits 
eingebiBt haben. 

Es wurden stets lufttrockene und gequollene Samen gepriift. Ge- 
quollene Samen muBten unbedingt gepriift werden, da bekanntlich 
durch die Wasseraufnahme eine gesteigerte Atmung bedingt wird. 
Nach den Befunden von Neuberg und Gottschalk sowie von Klein und 
Pirschle, daB bei der Atmung der Angiospermensamen Acetaldehyd 
als obligates Zwischenprodukt auftritt, war anzunehmen, dab durch 
das Vorquellen die Acetaldehydmenge erhéht wird oder dab derselbe 
erst nach der Quellung gebildet wird. 

Die zur Untersuchung gelangenden Samen wurden mit dem Rasier- 
messer in diinne Schnitte zerlegt und mit Wasser angefeuchtet. 


Gruppe Ia. 


A. Lufttrockene Samen. 





Spezies Alter | Reaktion 

Aegopodium podagraria. .. . 1927 0 
Anthriseus silvestris ... . . 1926 0 
Chaerophyllum bulbosum . . . 1927 0 

® aureum ... . 1927 0 
Clematis vitalba ....... 1926 0 
Colchicum autumnale. ... . 1926 0 
Geum urbanum ....... 1927 0 
Heracleum sphondylium. . . . 1927 0 
Linaria vulgaris ....... 1926 0 
ar at ee ea ae 1926 0 
Orobanche polymorpha .. . . 1926 0 
Syringa vulgaris ....... 1927 0 


1 K. Boresch, diese Zeitschr. 170, 466, 1926. 
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B. Gequollene Samen. 


Die Samen wurden durch 24 Stunden bei Zimmertemperatur 
destilliertem Wasser gequollen. Es wurden selbstredend die gleich 
Objekte wie unter A gepriift. Es konnte auch nach dem Vorquellen 
keinem einzigen Falle eine positive Reaktion auf Acetaldehyd erzielt werd: 


Gruppe Ic. 

Hier wurden Apium graveolens (1927) und Hypericum perforatuy 
gepriift, die beide trocken wie gequollen keinen Acetaldehydgehalt aut 
weisen. Nicotina glauca, die zurzeit der Priifung bereits einzelne Dunke!- 
keimungen ergibt, zeigt auch eine positive Reaktion. Die Acetaldehyd. 
mengen wollen wir einigermaBen durch Kreuzchen wiedergeben. Hie: 
entsprache der Acetaldehydgehalt +. 


Nach Neuberg' ist bekannt, daB durch Belichtung die Acetaldehyid- 
bildung angeregt werden kann. Ob das Licht bei diesen obligat licht 
bediirftigen Samen tatsachlich im Sinne einer Acetaldehydanreicherung 
wirkt, ist natiirlich absolut nicht bewiesen, aber méglich. Wiirde diese 
Hypothese zutreffen, so wire eine wesentliche Verbindung mit den 
Winterknospen hergestellt, bei denen nach Boresch die Bildung des 
Acetaldehyds durch einen groBen Teil der friihtreibenden Agenzien 
von ausschlaggebender Bedeutung ist. 


Gruppe Ila. 


A. Lufttrockene Samen. 





Spezies Alter Reaktion 
Apium graveolens ..... . 1926 0+ 
Astragalus ciceri. . . . ... 1926 O+ 
Capsella Bursa Pastoris . . . . 1927 0+ 
Campanula rapunculus . .. . 1926 0+ 
Chelidonium majus...... 1927 0/+ 
Epilobium parviflorum ... . 1926 0+ 
Laburnum vulgare. ..... ° 1926 0+ 
Neptunia oleracia ...... 1927 0/+ 
Phaseolus vulgaris . . eee 1923 0+ 
Robinia pseudacacia . . . . . 1927 0/+ 
Sinapis arvensis ....... 1927 0+ 
Sarothamnus scoparius ... . 1927 0+ 


Es wurde bereits friiher erwahnt, daB die Starke der Reaktion mit 
Kreuzchen angedeutet wird. Die hier gewahlte Bezeichnung entspricht 
natiirlich einer ganz schwachen Reaktion. Im Sinne von Griebel bezeichne 
ich die Reaktion als negativ, wenn 20 Minuten nach dem Erwarmen keine 
Kristalle auftreten. Ferner wird von Griebel hervorgehoben, da8 hautig 
als Reaktion gelbe Kiigelchen beobachtet werden kénnen, die darauf hin- 


1 C. Neuberg, diese Zeitschr. 13, 305, 1908; 61, 325, 1914; 67, 59, 1914. 
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deuten, daB die Acetaldehydmenge so gering ist, daB keine Kristallbildung 
eintreten kann. Diese Erscheinung beobachtete ich sehr haufig, und sie 
wird hier mit dem Zeichen 0/+ belegt. 


B. Gequollene Samen. 


Durch ein 24stiindiges Vorquellen bei Zimmertemperatur in destilliertem 
Wasser wird im allgemeinen eine geringe Erhéhung des Acetaldehydgehalts 
bedingt. Stark erhéht wird er nur bei den verschiedenen Vertretern det 
Leguminosensamen. Interessant ist, daB die d&uBerlich sichtbar gequollenen 
Leguminosenkérner im Vergleich mit nicht quellfahigen Koérnern einen 
ungemein gréBeren Acetaldehydgehalt haben. 

Der Acetaldehydgehalt wird aber nicht immer durch Vorquellen 
erhéht, derartige Ausnahmen bilden Chelidonium majus und Campanula 
rapunculus. 

Bei Sinapis arvensis finden wir braune und schwarze Korner, von 
denen nur die braunen keimfahig sind. Sowohl die braunen wie die schwarzen 
Korner wurden gesondert gepriift. Beide wiesen den gleichen geringen 
Acetaldehydgehalt auf. Auch bei den gequollenen Koérnern zeigte sich 
kein Unterschied. 

Gruppe IIb. 


A. Lufttrockene Samen. 





Spezies Alter Reaktion 

Alyssum saxatile. ...... 1927 +/++ 
OS >= rere 1926 0/+- 
Bupleurum faleatum ... . . 1927 _ 
Chrysanthemum corymbosum . 1926 0+ 
Melandryum rubrum... . . 1926 0+ 
oe ee 1926 0+ 
Salvia pratensis ....... 1926 + 
Saxifraga caespitosa ..... 1927 0+ 
Secale cereale] ....... 1918 0+ 
- ON A ea 1918 + 

Verbascum Thapsus ..... 1927 +++ 
” phlomoides ... . 1925 0+ 


B. Vorgequollene Samen. 


Ein 24- bis 28stiindiges Vorquellen in destilliertem Wasser iibt hier 
im allgemeinen einen geringen EinfluB auf die Erhéhung des Acetaldehyd- 
gehalts aus. Nur bei Melandryum rubrum wird er wesentlich erhéht (+ + +). 
Die ziemlich alte und bereits nicht mehr gut keimende Probe von Secale 
cereale weist nach der Quellung keinen erhéhten Acetaldehydgehalt auf. 

Bei den sehr langsam keimenden Samen der Gruppen Ila und ITb, 
die gewéhnlich, bevor sie zur Keimung schreiten, viele Tage unverandert 
im Keimbett liegen miissen, scheint ein Vorquellen allein meistens nicht 
zu geniigen, um den Acetaldehydgehalt zu erhéhen. Wahit man beispiels- 
weise bei Salvia pratensis Samen, die bereits mehrere Tage bei kiihler 
Temperatur im Keimbett gelegen sind, und priift auf ihren Gehalt an Acet- 
aldehyd, so findet man eine wesentliche Erhéhung desselben. Wahrschein- 
lich gehen wahrend des scheinbar unverinderten Liegens im Keimbett 
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verschiedene biochemische Umsetzungen im Samen vor sich, durch die 


dann spater die Keimung ausgelést wird. Durch den Abbau hochmolekula re; 
Verbindungen wird wohl erst das Material fiir eine reichlichere Acetaldehy:(. 
bildung beschafft. 

Gruppe III. 


A. Lufttrockene Samen. 





Spezies Alter Reaktion 
Agrostemma Githago.... . 1927 0+ 
eee 1925 O+ 
Centaurea Cyanus ...... 1927 0/+ 
Hordeum vulgare 
| 1927 te+ 
Linum usitassimum ..... 1926 0+ 
n . us me 1927 0+ 
Oenothera biennis ...... 1926 + 
Pisum sativum 
Sorte: Viktoriaerbse .. . 1927 +: 
Ricinus communis ..... . 1927 ee 
Secale cereale 
Sorte: Hirschberg ..... 1927 0+ 
»  Grimauer .. pone ce 1927 0Oj+ 
Stenophragma Thalianum . . . 1925 0+ 
Retkies ..:... yee > 1925 ++ 
Triticum sativum 
. Sorte: Criewener. . yf 1927 0+ 
~ Rimpaus Dickkopf oid 1927 0/+ 
i Banater Granen W. . 1921 0+ 
‘ Kirsches Dickkopf . . 1921 0+ 
Diowseg....... 1924 0+ 
Vicia Faba, eae 1926 0+ 
eR as ee 1927 o+ 
ee a ee” a 1927 0+ 
Tragopogon pratensis. . . . . 1927 0+ 


B. Vorgequollene Samen. 


Ein 24stiindiges Vorquellen bedingt bei diesen rasch und _ leicht 
keimenden Samen im allgemeinen eine starke Anreicherung des Acet- 
aldehydgehalts. Aber auch in dieser Gruppe sind Ausnahmen zu _ ver- 
zeichnen. Bei T'ragopogon pratensis und Stenophragma Thalianum wird durch 
das Vorquellen der Acetaldehydgehalt nicht erhéht. 

Die hier mitgeteilten Versuchsergebnisse zeigen jedenfalls, dai 
die verschiedenen Samen einen sehr ungleichen Gehalt an Acetaldehyd 
aufweisen. Mit der von mir gewahlten Gruppeneinteilung stimmt die 
Reaktion auf Acetaldehyd bei gequollenen Samen einigermaBen iiberein. 
In trockenem Zustande ist zwischen den Gruppen II und III beziiglich 
ihres Acetaldehydgehalts kein gesetzmiBiger Unterschied zu_ ver- 
zeichnen. Bei Gruppe II ist nach Quellung im allgemeinen ein ge- 
ringerer Acetaldehydgehalt zu beobachten als bei der Gruppe ITI. 

In den noch nicht keimfahigen, d.h. ruhenden Samen wurde 
durchweg kein Acetaldehyd nachgewiesen. Diese Tatsache kann 
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von theoretischer Bedeutung sein, da sie darauf hinweist, dab 
wahrscheinlich in den ruhenden Samen noch sehr komplizierte Vor- 
gange sich abspielen, bevor die Ausgangsmaterialien fiir den Acet- 
aldehyd gebildet werden. Damit gewinnt meine Annahme, dab die 
Vertreter der Gruppe Ia aus inneren Griinden ruhen, eine neue Stiitze. 
Der langsame Abbau der hochmolekularen Verbindungen (Nachreife) 
fiihrt dann erst zur Keimbefahigung. 

Es war eigentlich nach den Untersuchungen von Klein zu er- 
warten, daB bei vorgequollenen Samen, wo die Atmungsvorginge 
zunehmen, mehr Acetaldehyd auftritt als bei den lufttrockenen Samen. 
Bei den Vertretern der Gruppe III setzt wahrscheinlich die Atmung 
rasch nach dem Einquellen ein, darauf beruht wohl das starke An- 
steigen des Acetaldehydgehalts, das meistens zu beobachten ist. Bei 
der Gruppe II, wo die Keimung viel spater beginnt, werden vielleicht 
durch ein bloBes Einquellen die Atmungsvorginge nicht wesentlich 
beeinfluBt, so daB es begreiflich ist, daB der Acetaldehydgehalt nicht 
wesentlich erhéht wird. Interessant ist, daB die ruhenden Samen 
auch nach einem 48stiindigen Einquellen keinen Acetaldehyd haben. 
Dies diirfte ein Hinweis sein, daB die Atmungsvorginge noch nicht 
einsetzen. Wahrscheinlich ist noch kein geeignetes Atmungsmaterial 
vorhanden. ' 

Im Zusammenhang mit den hier gemachten Erérterungen sind 
unbedingt noch Samen zu priifen, die ihre Keimfahigkeit bereits ver- 
loren haben. Fiir iiberreife, d. h. teigig gewordene Friichte jgibt Griebel 
ein intensives Ansteigen des Acetaldehydgehalts an. 


Untersuchungen an nicht mehr keimfahigen Samen kénnen unter 
Umstanden sogar ein praktisches Interesse beanspruchen, bei der 
Bestimmung der Keimfahigkeit. Auf die praktische Seite dieser Unter- 
suchungen wird an anderer Stelle eingegangen werden. 


Gruppe IV. 

Wie bereits friiher erwahnt, werden nicht keimifaihige Samen zweck- 
maéBigerweise in dieser Gruppe untergebracht. Die Samenproben danke 
ich der Freundlichkeit von Herrn Professor Dr. Gross, Tetschen-Liebwerda, 
der mir dieselben aus seiner reichen Samensammlung zur Verfiigung stellte. 

1. Triticum sativum. Sorte Dividenten-Weizen 1907. Nicht mehr 
keimfahig. Reaktion auf Acetaldehyd: 0/+. Durch Quellung wird der 
Acetaldehydgehalt nicht vermehrt, bei keimfahigen Weizen wird er be- 
kanntlich durch diese Vorbehandlung erhéht. 

2. Agrostemma Githago. Etwa 20 Jahre alt. Keine Reaktion mehr 
auf Acetaldehyd; Quellung ist ohne Einflu8. Das Material hat seine Keim- 
fahigkeit verloren. 

3. Vicia Faba 1895. Das Material ist noch quellfahig, vermag aber 
nicht mehr zu keimen. Reaktion auf Acetaldehyd 0, nach der Quellung 0/ +. 
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4. Rotklee 1898. Weder trocken noch gequollen konnte Acetalde! 
nachgewiesen werden. Das Material ist nicht mehr keimfahig. 

5. Hordeum vulgare. Sorte: Chevaliergerste 1902. Weder trocken n 
gequollen ist Acetaldehyd nachzuweisen. 

6. Ervum Lens 1902. Das Material ist noch quellfahig, keimt abe 
nicht mehr. Trocken ist kein Acetaldehyd nachzuweisen, gequollen js: 
+ Acetaldehyd vorhanden. 

Die hier durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, daB in trockenem 
Zustande die nicht mehr keimfahigen Samenproben nahezu keine 
Acetaldehyd aufweisen. Durch Quellung wird der Acetaldehydgehalt 
hier selten und nie in dem Mabe wie bei keimfahigen Proben vermehrt 

Wollen wir zum SchluB dieses Abschnittes noch die eingangs 
gestellte Frage beantworten, so miissen wir sagen, daB der Acetaldehy/- 
gehalt bei vorgequollenen Samen gewisse Riickschliisse auf die Keim- 
fahigkeit gewahrt. 


2. Beantwortung der Frage, wieweit der Acetaldehydgehalt durch iuGere 
Einfliisse vermehrbar ist. 


Aus zwei Griinden war hier vor allem die Frostwirkung zu beriick- 
sichtigen. Nach den Untersuchungen von Kinzel, die ich allerdings 
nicht immer bestatigen konnte, ist die Keimfahigkeit vieler Samen 
an eine vorangehende entsprechende Frostwirkung gebunden. Wichtig 
fiir unsere Problemstellung ist ferner, daB nach Boresch an ruhenden 
Winterknospen, bei denen durch Frostwirkung der Glucosegehalt 
vermehrt wird, auch die Menge an Acetaldehyd erhéht wird. 

Zur Durchfiihrung dieser Versuche bediente ich mich wieder des 
in der ersten Mitteilung genau beschriebenen Elektrolux-Eisschrankes 

Bei den Vertretern der Gruppe Ia bedingte Frost bei den von mit 
untersuchten Objekten keine Keimungsauslésung. Ubereinstimmend mit 
dieser Beobachtung, konnte bei diesen Samen nach Frostwirkung keine 
Bildung von Acetaldehyd verzeichnet werden. Es handelt sich hier natiirlich 
wieder um dieselben Samen, wie sie in der I. Mitteilung gepriift wurden, 
eine Aufzihlung der Namen eriibrigt sich’ daher. 


Gruppe Ila und ITb. 

















Spezies FrosteinfluB | — 

| Trocken Frost 
Bupleurum faleatum .... . Stimulation + ++ 
a rapunculus .... | - 0+ 0+ 
Delphinium consolida. . . . . Starke Stimulation 0/+ + 
Chelidonium majus..... . Ceringe ° 0+ 0+ 
Melandryum rubrum .... . Schadigung 0+ ++++ 
Neptunia oleracia . ..... Stimulation 0/+ + 
Sinapis arvensis ....... jn 0/+ + 


Verbascum Thapsus +++ af t 


Papaver Rhoas. . . . y i et Schadigung 0/+ a 
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Gruppe III. 





—_ . Reaktion 
Spezies Frosteinflu8& ee SSE ase 
Trocken | Frost 

Avrostemma Githago. ... . Keine Stimulierung 0+ 0+ 
Centaurea Cyanus ...... Stimulierung 0+ + 
Linum usitassimum .-... Keine Stimulierung 0+ 0+ 
le Geringe Schadigung 0/+ 0+ 
Triticum sativum ...... Keine Stimulierung 0+ 0/+- 


Durch die Frostwirkung kann tatsichlich bei manchen Samen 
der Acetaldehydgehalt erhéht werden, hiufig geht mit dieser Er- 
scheinung auch eine Begiinstigung der Keimung Hand in Hand. Eine 
Erhéhung des Acetaldehydgehalts muB aber, wie wir den ‘Tabellen 
entnehmen kénnen, nicht immer eine Keimbegiinstigung auslisen, in 
manchen Fallen kommt es zu einer Schaidigung. Vielleicht vermégen 
gewisse Samen eine gréBere Menge an Acetaldehyd nicht zu ertragen, 
da ihre normalen Stoffwechselvorginge dadurch verschoben werden. 
Die starke Schadigung von Frost- und Lichtwirkung zusammen beruht 
vielleicht auf einer zu groBen Anreicherung an Acetaldehyd, die durch 
diese beiden Agenzien gebildet wird. 


DaB durch die Frostwirkung bei den Vertretern der Gruppe Ia 
der Acetaldehydgehalt nicht erhéht werden kann, ist interessant, da 
diese Tatsache wieder zeigt, daB Frost nicht befahigt ist, die kom- 
plizierten biochemischen Umsetzungen zu bedingen, die ‘die Keim- 
fahigkeit des Samens auslésen. In der Gruppe II bzw. III wirkt 
der Frost nicht anders als viele andere chemische und physikalische 
Agenzien. Dieser Befund laBt es angezeigt erscheinen zu studieren, 
wie andere Stimulantia die Acetaldehydbildung beeinflussen. 

Im Anschlu8 an die Untersuchungen von Boresch muBte zunachst 


gepriift werden, ob durch das Warmbad, das gelegentlich die Samen- 
keimung stimuliert, der Acetaldehydgehalt im Samen erhéht wird. 


Aus Gruppe Ia wurde Anthriscus silvestris gepriift. Diese Frucht wird 
durch das Warmbad nicht aus der Ruhe erweckt, ebensowenig wird der 
Acetaldehydgehalt erhéht. Das gleiche gilt fiir Linaria vulgaris. 


Gruppe Ila und IIb. 


1. Alyssum sazatile. Ein einstiindiges Warmbad von 30° stimuliert 
die Keimung, auch der Acetaldehydgehalt wird gegeniiber einem Bad in 
Wasser von 18° (+ /+4- +) und einem solchen in Wasser von 8° (+) um ein 
geringes erhéht (+ +). 

2. Capsella Bursa Pastoris. Ein dreistiindiges Bad in Wasser von 30° 
stimuliert bedeutend. Der Acetaldehydgehalt wird gegeniiber einem Bade 
von 15° (0/+-) und einem solchen von 8° (0/+-) um ein geringes erhdht (+). 
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3. Chelidinium majus. Weder die Keimung noch der Acetalde}y:| 
gehalt wird durch ein Warmbad beeinfluBt. 


4. Beta vulgaris. Sorte: Kleinwanzlebener. Ein einstiindiges Bad ;) 
Wasser von 30° bedingt eine geringe Stimulierung, auch der Acetaldehy: 
gehalt wird gegeniiber einem Bade bei 15° (0/+-) und einem solchen be; 
8° (0/+-) in bescheidenem MaBe erhéht (+). 


5. Epilobium parviflorum. Yon friiheren Untersuchungen her wa: 
mir bekannt, da8 ein einstiindiges Warmbad bei 40 bis 50° auf die Keimung 
sehr anregend wirkt. Durch dieses Bad wird der Acetaldehydgehalt ( 
erhéht gegeniiber einem Bade in ligradigem Wasser (0/-+-). 

6. Oenothera biennis. Dieser Samen wird durch Warmbaden in keine, 
Weise beeinfluBt. 

Gruppe III. 

Triticum sativum. Sorte: Criewener Weizen. Ein Warmbad in Wasser 
von 30 und 20° stimuliert die Keimung gegeniiber einem Bade in Wasse: 
von 8°. Der Acetaldehydgehalt wird in diesem Falle (einstiindiges Bad) 
stark vermehrt. Nach einem Bade von 8° entspricht er 0/+, nach einem 
solchen von 20 bis 30° + ++. 


Pisum sativum. Sorte: Viktoriaerbse. Hier gilt dasselbe wie bei 7/- 
ticum sativum. 


Durch Warmbaden, das bekanntlich die ruahenden Knospen erweckt. 
wird nach den Untersuchungen von Boresch Acetaldehyd gebildet 
Nach seinen Untersuchungen ist die Bildung des Acetaldehyds der 
bestimmende Faktor, fiir die friihtreibende Wirkung des Warmbades 
Interessant ist, daB auch bei vielen Samen nach einem ein- bis mehr- 
stiindigen Warmbad Acetaldehydanreicherung eintritt, die haufig mit 
einer Keimbegiinstigung Hand in Hand geht. Diese Befunde stellen 
wieder einen neuen und interessanten Zusammenhang zwischen den 
ruhenden Winterknospen und Samen her. 


Zum SchluB wurden noch orientierende Versuche iiber den 
EinfluB des Athers, der ein bekanntes Treibstimulans ist und gelegentlic! 
auch die Samenkeimung anregt, angestellt. 


Bei Alisma Plantago stimuliert Atherrausch die Keimung, und der 
Acetaldehydgehalt wird tatsichlich auch stark erhéht. Bei Nicotiana 
glauca bedingt Atherrausch zwar eine Stimulierung, aber der Acetaldehyd- 
gehalt wird nicht erhdht. 


3. Das Verhalten von acetaldehydarmen und -reichen Samen (auf trocken 
bezogen) gegeniiber diesem kiinstlich von auSen zugefiihrten Agens. 


Hier wurde die Frostwirkung mit untersucht und auch der Einflub 
des Acetaldehyds auf durchgefrorene Samen gepriift. Es wurden 
durchweg Acetaldehyddimpfe verwendet. Auf 100 ccm Luftraum 
wurden 1, 0,5, 0,1, 0,01 und 0,005 cem Acetaldehyd gereicht. Es wurde 
ein Original-Merckpraparat, etwa 60°,ig, verwendet. 
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A. Samen mit verhdlinismaBig reichem Acetaldehydgehalt. 


1. Ricinus communis. Samtliche angewendeten Acetaldehydstufen 
stimulierten namhaft. Am bedeutensten ist die Stimulierung bei 0,1 und 
0,0leem. Auch die Samen, die vor der Begasung durchgefroren wurden, 
werden stimuliert, in diesem Falle wirken 0,01 und 0,005 cem am giinstigsten. 
lcem stimuliert bei der zweiten Versuchsanordnung nicht mehr. 

2. Verbascum Thapsus. Die nicht durchgefrorenen Proben werden 
durch 0,005 und 0,01 cem Acetaldehyd in geringem MaBe stimuliert. Die 
starkeren Begasungen schadigen. Frost allein wirkt bekanntlich bei diesem 
Samen giinstig, die Verbindung von Frost und Acetaldehydbegasung 
schadigt durchweg. 

3. Pisum sativum. Sorte: Viktoriaerbse. Begasungen mit 0,005, 0,01 
und 0,lcem Acetaldehyd stimulieren bei nicht durechgefrorenen Proben. 
Bei den Proben, die vorher der Frostwirkung ausgesetzt worden waren, 
stimuliert nur 0,005 und 0,0lcem. Schadigung ist keine zu beobachten, 
die gefrorenen Proben keimen durchweg langsamer. 


B. Samen mit verhdltnismaBig geringem Acetaldeh ydgehalt. 


1. Linum usitassimum. Die nicht durchgefrorenen Proben werden 
durch sémtliche Begasungen stimuliert. Die gefrorenen Proben werden 
nur durch Acetaldehyd 0,005 cem stimuliert. 

2. Triticum sativum. Sorte Criewener Weizen. 0,005 ccm stimuliert 
nicht gefrorene Proben in geringem MaBe. 0,5 cem schadigt leicht, 1 cem 
schadigt bereits stark. Die gefrorenen Proben werden nicht stimuliert, 
0,5cem sechadigt hier bereits sehr stark. 

3. Neptunia oleracia. 0,5 und 1 ccm erhéhen bei den nicht gefrorenen 
Proben die Quellfahigkeit in auBerordentlichem MaBe, allerdings keimen 
nicht alle Kérner aus, die 4uBerlich Quellung zeigen. 

Frost und Acetaldehydwirkungen addieren sich hier in positivem 
Sinne und bedingen Stimulation. 

4. Melandryum rubrum. 0,005 und 0,01 cem stimulieren bei nicht 
gefrorenen Proben in geringem MaBe, eine Schaédigung ist bei diesen Proben 
nicht zu beobachten. Bei den durchgefrorenen Samen stimulieren 0,005 
und 0,01 cem, die starkeren Begasungen schadigen bereits. 

5. Capsella Bursa Pastoris. 0,005 cem stimuliert, 0,5 und 1 cem 
schadigen. 

6. Anthriscus silvestris. Weder gefrorene noch nicht vorbehandelte 
Proben werden durch die Begasungen stimuliert. 


Zwischen dem Verhalten von acetaldehydreichen und -armen 
Samen ist gegeniiber Begasungen mit Acetaldehyddampfen kein gesetz- 
maBiger Unterschied zu beobachten. Frost- und Acetaldehydwirkung 
addieren sich gewohnlich in schadigendem Sinne. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Acetaldehyd kann in sehr wechselnden Mengen in vielen luft- 
trockenen Samen nachgewiesen werden. Nach der Quellung wird im 
keimfahigen Samen der Acetaldehydgehalt erhéht. Noch nicht keim- 
fihige, d.h. ruhende Samen weisen noch keinen Acetaldehyd auf. 
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Nicht mehr keimfaihige Kérner weisen in manchen Fallen noch Acet. 
aldehyd auf, der aber im allgemeinen durch Quellung nicht vermelhrt 
wird. Demnach stehen Keimbefahigung und Acetaldehydgehalt be; 
vorgequollenen Samen in einem gewissen proportionalen Verhiltnis 

Durch Frostwirkung kann der Acetaldehydgehalt erhéht werden 
im Zusammenhang damit tritt oft eine Begiinstigung der Keimung ein 
Das Warmbaden bedingt eine bedeutende Anreicherung des Acet-. 
aldehydgehalts, im Zusammenhang damit wird auch die Keimung 
begiinstigt. 

In der Beeinflussungsméglichkeit durch von auben zugefiihrten 
gasférmigen Acetaldehyd zeigen acetaldehydreiche und -arme Korner 
keinen Unterschied. Bei Leguminosen wird die Quellfahigkeit erhdht. 
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Uber Meta-phosphatase. 
Von 
Torao Kitasato. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem). 


(Eingegangen am 5. April 1928.) 


Aus zahlreichen Untersuchungen, die tiber die Phosphatase im 
hiesigen Institut in den letzten Jahren ausgefiihrt sind, ergibt sich, 
daB dieses Ferment in einem groBen Bereich seine Wirksamkeit ent- 
faltet. Phosphatase greift Phosphorsaure-ester allerverschiedensten 
Baues an. In der aliphatischen Reihe werden von der Methyl-phosphor- 
siure bis zur Cetyl-phosphorsaure, also von dem niedrigst méglichen 
Substrat bis zu einem sehr hoch molekularen Substrat, alle gepriiften 
Derivate hydrolysiert. Hydroaromatische Verbindungen, wie Borneol- 
und Cholesterin-phosphorsdure!, werden gleichfalls angegriffen, ebenso 
die Phosphorsaure-ester der Phenole und hydroxylierten heterozykli- 
schen Substanzen. 

Spezifitat der Phosphatase offenbart sich dagegen in stereo- 
chemischer Hinsicht?. 

Phosphatase spaltet primaire und sekundare Phosphorsaure-ester. 
Besonders bemerkenswert ist, daB nicht nur Derivate der Ortho- 
phosphorsaure, sondern ebenfalls der Pyro-phosphorsaure von ihr zerlegt 
werden, wie dies Newberg und Wagner® am Beispiel des Di-phenyl-esters 
der Pyro-phosphorsaure gefunden haben. Seither hat sich durch Unter- 
suchungen von Lohmann‘ herausgestellt, daB auch die Pyro-phosphor- 
siure selbst durch ein in den Muskeln vorkommendes Ferment in 
Ortho-phosphorsaure tibergefiihrt wird. 

Scharf unterschieden von Ortho- und Pyro-phosphorsaure ist 
die Meta-phosphorsdure. Wegen der erheblichen Zersetzlichkeit der 


1 Nach einem neuen Verfahren gewonnen. 
2 C. Neuberg, J. Wagner und K. P. Jacobsohn, diese Zeitschr. 188, 


227, 1927. 
3 ©. Neuberg und J. Wagner, ebendaselbst 171, 485, 1926. 


* K. Lohmann, Naturwissenschaften 16, 298, 1928. 
Biochemische Zeitschrift Band 197. 17 
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meisten Meta-phosphorsaure-ester habe ich zuniachst gepréft, ob rein 
anorganische Salze der Meta-phosphorséure enzymatisch zu Ortho. 
phosphorsaure hydratisiert werden. Auf Rat von C. Newberg benutzte 
ich fiir diese Zwecke das sehr bestandige Natrium-hexa-meta-phosphat. 
(NaPO,),, das zum Unterschied von zahlreich bekannten isomeren 
Modifikationen leicht léslich und bestandig ist. Mit Taka-phosphatase 
tlie vielfach zu den vorerwahnten Arbeiten verwendet worden ist 
erreichte ich Umwandlung der Meta-phosphorsaure in Ortho-phosphor. 
saure. 

Lést man in 2°,igen Lésungen des Natrium-meta-phosphats 
Taka-phosphatase bis zu einem Gehalt von 1,5°,, so wird in Gegenwart 
von Toluol bei 37° eine Umwandlung in Ortho-phosphorsaure erzielt 
die nach 68 Stunden 20°, betragt. Wahrend dieser Zeit bleibt dic 
Lésung des Natrium-meta-phosphats selbst unverindert, héchstens 
Spuren von Ortho-phosphat sind nachweisbar. Die Uberfiihrung des 
Meta-phosphats in Ortho-phosphat kann leicht kolorimetrisch verfolgt 
werden, da reines Meta-phosphat nicht die Molybdanblau-reaktion 
gibt; auch Pyro-phosphat zeigt diese Reaktion nicht. Da® die enzy- 
matische Umwandlung des Meta-phosphats in Ortho-phosphat direkt 
und kaum iiber die Stufe des Pyro-phosphats geschieht, darf woh! 
daraus geschlossen werden, da3 zu keiner Zeit in den Lésungen mit 
Zinksulfat \ein gegen verdiinnte Essigsiure resistenter Niederschlag 
erzeugt werden kann. 

Versuche mit tierischen Organen (Leber und Niere des Kaninchens) 
sowie mit Hefe haben gleichfalls die enzymatische Umwandlung des 
Meta-pbosphats zu Ortho-phosphat ergeben; die Wirkung scheint aber 
schwacher als bei der Taka-phosphatase zu sein. 

Mit der eingehenden Untersuchung dieser Phosphatase-wirkung 
bin ich beschaftigt. 














Alkoholische Zuckerspaltung durch Essigbakterien. 
Von 
Carl Neuberg und Ernst Simon. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Fiir die Essigbakterien haben C. Newberg und F. Windisch! ein 
inkomplettes Garsystem nachgewiesen; sie haben gezeigt, dab die 
Erreger der Essiggirung eine besonders wirksame Carboxylase und 
Mutase enthalten. Im Anschlu®B daran haben P. Mayer* sowie G. Corr 
und G. Perlmann® festgestellt, daB die in vielen Garungserregern vor- 
handene Ketonaldehydmutase in Essigbakterien ebenfalls kraftig ent- 
wickelt ist. Dann hat 7. Kitasato* mitgeteilt, dab die Analogie zum 
Enzymsystem der Hefe bei den Essigbakterien auch in ihrer Fihigkeit 
zur Acyloin-synthese zum Ausdruck kommt; doh. die Essigbakterien 
verfiigen wie die Hefe iiber Carboligase. Der genannte Autor hat ferner 
die Gegenwart von Phosphatase beobachtet. Diese im hiesigen Institut 
gefundenen Tatsachen sind jiingst von K. Myrbdck, H.v. Euler und 
BE. Sandberg® durch den Nachweis von Cozymase insofern erginzt. als 
dieses Agens in Essigbakterien, wenn auch nur in sehr geringer Menge. 
vorhanden war. 

Nachdem einerseits Carboxylase als ein Enzym der Desmolyse 
und andererseits das am Zustandekommen der Garung beteiligte Enzym 
der Dismutationen in Essigbakterien dargetan war, schien es nicht zu 
verwegen, Versuche dariiber anzustellen, ob diese Erreger eine wahre 
alkoholische Zuckerspaltung herbeifiihren kénnen. Zwar sind bei 
Oxydationsgirungen gelegentlich Spuren von Alkohol beobachtet, 
doch hat man bisher angenommen, daB Essigbakterien vorwiegend 
oxydative Leistungen vollbringen, wofiir die als eine Oxydation sich 
darbietende Umwandlung des Alkohols zu Essigsiure, die Oxydation 
von Glucose zu Gluconséiure sowie die Dehydrierung mehrwertiger 
Alkohole zu Ketozuckern typische Beispiele sind. 


1925. 


C. Neuberg und F. Windisch, diese Zeitschr. 166, 454, 
P. Mayer, ebendaselbst 174, 420, 1926. 

GQ. Gorr und G. Perlmann, ebendaselbst 174, 436, 1926. 
T. Kitasato, ebendaselbst 195, 118, 1928. 

K. Myrbdck, H. v. Euler und E. Sandberg, H. 175, 316, 1928. 
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Bringt man Essigbakterien in Stickstoff — also unter anaero)je: 


Bedingungen — in 1,2°,ige Lésungen von Glucose, so lésen sie typische 


alkoholische Garung aus. Wir gewannen rund 25°,, der theoretische 


Menge an Alkohol. Fiigt man sterilen Kochsaft aus untergiriger Hefe 
hinzu, so stieg die Alkoholausbeute zumeist an und konnte die doppelte 


Hohe, rund 50°, der Theorie, erreichen. In den am besten gelungenen 
Versuchen erhielten wir aquivalente Mengen von Weingeist und Kohlen. 
siure, 6fter jedoch von letzterer etwas mehr. Dies zeigt an, dab ein 
Teil des Zuckers in anderer Weise verarbeitet wird; dafiir spricht auch 
daB8 der der alkoholischen Girung nicht anheimgefallene Zucker nur 
zu 45°, wiedergefunden wurde. 

Die bisherigen Untersuchungen sind mit B. ascendens und mit 
B. pasteurianum ausgefiihrt und sollen nach den _ verschiedensten 
Richtungen hin erweitert werden. 
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Uber die Rolle der Phosphorylierung im intermediaren 
Kohlehydratstoffwechsel der Pflanze. 


Von 
HL. K. Barrenseheen und Walter Albers. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 5. April 1928.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Wiahrend fiir den tierischen Organismus und die Hefe eine grobe 
Anzahl von Untersuchungen vorliegen, welche der Anschauung tber 
die Bedeutung der Phosphorylierung im intermediiren Kohlehydrat- 
stoffwechsel gesicherten Grund und Bcden verleihen, ist fiir die héhere 
Pflanze auf diesem Gebiet kein Versuch unternommen worden, die 
Rolle der Phosphorsiure in dieser Hinsicht festzulegen. Eine Reihe 
von zum Teil alteren Beobachtungen lassen freilich auf eine solche Rolle 
schlieBen. Sieht man von den Untersuchungen tiber die Verteilung der 
Phosphorsaure im pflanzlichen Organismus ab, die als Aschenanalysen 
fiir diese Frage wenig verwertbar sind, so bleibt vor allem der Phosphor- 
gehalt der Stirke, der heute wohl mit wenigen Ausnahmen! auf die 
Gegenwart von Phosphorsiureestern zuriickgefiihrt wird*. Unter- 
suchungen, welche die intermediaren Stufen in der Pflanze fassen bzw. 
in ihrem Wandel verfolgen, fehlen jedoch vollkommen. In der vor- 
liegenden Arbeit wurde der Versuch unternommen, dieser Frage 
experimentell durch quantitative und praparative Methoden niher- 
zutreten. 

Fiir die quantitativen Untersuchungen wurde analog der von 
Greenwald® fiir tierisches Material ausgearbeiteten Klassifizierung der 
Phosphorsaurefraktionen vorzugehen versucht. 


1 Elisabet Peiser, Zeitschr. f. physiol. Chem. 161, 210, 1926. 

2 Vgl. dazu besonders die Untersuchungen von Samec und Mitarbeitern, 
Kolloidchem. Beih. 4ff., 1912 bis 1914; ferner die Arbeit von Northrop 
und Nelson, Amer. Soc. 38, 472, 1916. 

% Journ. of biol. Chem. 14, 369, 1913; 21, 29, 1915. 
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Die sdéurelésliche Fraktion Greenwalds enthalt neben der gesan)toy 
anorganischen Phosphorséure auch Phosphor in organischer Binduny 
Dieser organische séurelésliche Phosphor hat durch weitere Untersuchung+:, 
von Greenwald! sowie von Jost* eine wesentliche Bedeutung fiir den inter- 
mediaéren Kohlehydratstoffwechsel beim Saéugetier erlangt. Die von Gre¢ »- 
wald in roten Blutkérperchen nachgewiesene Glycerinséure-Diphosphorsaure 
steht, wie die Jostschen Untersuchungen zeigen, in engstem Zusammenhany 
mit der Glykolyse. Da8 in dieser Fraktion auch Kohlehydratphosphor. 
séureester zu finden sind, ist durch die Embdenschen Untersuchungen iibe; 
das Lactazidogen im Muskel sichergestellt. 


Eine Ubertragung dieser Einteilung auf pflanzliches Materia! 
konnte bei quantitativer Verfolgung bis zu einem gewissen Grade 
Anhaltspunkte fiir das intermediare Auftreten von Kohlehydrat- 
phosphorsaureestern im Stoffwechsel der Pflanze ergeben. 
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Abb.1. Versuch 31. Elodea densa. 


Die Untersuchungen wurden zuniachst an Elodea densa durch- 
gefiihrt. Sollten tatsachlich intermediar solche saurelésliche Kohle- 
hydratphosphorsaureester entstehen, so war zu erwarten, daf ein 
Unterschied der einzelnen Fraktionen bei assimilierenden und im 
Dunkel gehaltenen Pflanzen auftritt. Bei entsprechender Versuchs- 
anordnung konnte nun gezeigt werden, daB bei der assimilierenden 
Pflanze — Belichtung mit einer 2000-Watt-Lampe, 30cm Abstand. 
Wasserkiihlung — gegeniiber der im Dunkeln gehaltenen eine Ver- 
mehrung der organisch saureléslichen Fraktion einwandfrei nach- 
zuweisen ist (s. Abb. 1). Weitere Versuche mit Elodea hatten durch- 
gehends das gleiche Ergebnis. Da nach den Untersuchungen von 
Fritsch® Phytin bei der Assimilation nicht gebildet wird und auch der 
Gehalt der griinen Pflanze an léslichen Phosphatiden ein minimaler ist, 


1 Journ. of biol. Chem. 68, 339, 1925. 
® Zeitschr. f. physiol. Chem. 165, 171, 1927. 
% Ebendaselbst 107, 165, 1919. 
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so kann man den SchluB nicht von der Hand weisen, daB die Ver- 
mehrung des organisch saureléslichen P unter dem Einflu®B der Assi- 
milation auf intermediares Entstehen von Kohlehydratphosphorsaure- 
estern zurickzufiihren ist. Leider war Elodea unter Laboratoriums- 
verhaltnissen nicht weiter zu ziichten. Auch waren die erhaltenen Aus- 
schlage zu gering, als dab ein praparatives Arbeiten an diesem Material 
Aussicht auf Erfolg versprechen konnte. 

Aus diesen Griinden wurde zunachst das Verhalten der P-Fraktionen 
bei der Dissimilation der Pflanze untersucht. Als Versuchsobjekt 
diente Roggen und Weizen verschiedener Herkunft, der im Dunkeln 
bei 22° auf praktisch salzfreiem Filterpapier zur Keimung gebracht 
wurde. Die Wanderung des anorganischen P bei der Keimung ist von 


780 







160 


mg %o P 
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7. ° 
gequollen Keimungstag 
Abb. 2. Versuch 35. Weizen (ésterreichischer). 


Iwanoff', die des anorganischen und organischen in jiingster Zeit von 
@. Klein® histochemisch untersucht worden. Speziell Kleins Versuche 
ergaben eine Wanderung des aus organischem Material abgespaltenen 
anorganischen Phosphats zu den Orten starksten Verbrauchs, an denen 
eine neuerliche Assimilation zu organisch gebundenem P stattfindet. 
Die eigenen Versuche, welche nur das Verhalten der siurelislichen 
Fraktion beriicksichtigen, hatten zuniachst ein vollkommen eindeutiges 
Ergebnis. Es zeigte sich bei Weizen und Roggen in den ersten Tagen 
der Keimung ein Ansteigen des gesamtsaureléslichen P, das in erster 
Linie durch eine Zunahme der organischen Fraktion bedingt war (siehe 
Abb. 2). Zu gleichen Ergebnissen fiihrten eine Reihe von weiteren 
Versuchen, so daB die Annahme gerechtfertigt schien, die Mobilisation 
der Phosphorséure aus siureunléslichem organischen Material erfolge 


1 Pringsheim-Jahrb. 36, 355, 1901. 
2 Planta 2, 497, 1926 (Molisch-Festschrift). 
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zum Teil iiber saurelésliches, organisch gebundenes Phosphat. [Der 
Gedanke ist naheliegend, daB in dieser Fraktion sich auch Kohle. 
hydratphosphorsaureester als ,,Transportstirke’ befinden. Wie pra. 
parative Untersuchungen ergeben haben, ist diese Annahme nicht 
von der Hand zu weisen. Immerhin scheint uns eine derartige Aus. 
wertung der Ergebnisse mit Riicksicht auf weitere Untersuchungen 
nicht ganz eindeutig. Versuche an einem Material anderer Herkunft 
die allerdings auch zu anderer Jahreszeit ausgefiihrt wurden, zeigten 
nimlich ein wesentlich verschiedenes Verhalten. In unseren ersten 
Versuchen wurde Weizen und Roggen ésterreichischer Herkunft mit 
einem Ausgangswert des gesamtsiurelislichen Phosphors fiir das 
gequollene Material von 14 bis 34%, des Gesamtphosphorgehalts ver- 
wendet. In einer zweiten Reihe von Versuchen kam Weizen und Roggen 
niederrheinischer Abkunft zur Verarbeitung. Auffallend war bei diesem 
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Abb. 3. Versuch 41. Weizen (niederrheinischer). 


Material, dab der gesamtsaurelésliche Phosphor von Anfang an wesent- 
lich héhere Werte hatte, zwischen 46 bis 76°, des Gesamt-P. Dem. 
entsprechend zeigte sich bei den Versuchen statt einer Zunahme eine 
standige Abnahme des organisch gebundenen siureléslichen P zu- 
gunsten der anorganischen Fraktion, eine Beobachtung, welche mit 
den qualitativen Befunden Jwanoffs iibereinstimmt (s. Abb. 3). Wahrend 
die Fraktion des gesamtsaureldslichen P keinen nennenswerten Anstieg 
zeigt, steigt in diesem Versuch der anorganische P kontinuierlich an. 
wogegen die organische Fraktion entsprechenden Abfall zeigt. Ob fiir 
dieses eigenartige Verhalten spezifische Unterschiede der Getreide- 
sorten oder ob fiir die iiberstiirzte Mobilisierung der Phosphorsaure die 
unphysiologische Jahreszeit und Temperatur, bei welcher die Winter- 
saat zur Keimung gebracht wurde, verantwortlich zu machen sind. 
mége dahingestellt bleiben. Auffallend ist jedenfalls, da&8 Versuche. 
die im Herbst bzw. Friihwinter angestellt wurden, samtlich nach 
dem ersten Typus — niedriger Anfangswert fiir den gesamtsiure- 
léslichen P, Zunahme in erster Linie der organischen Fraktion — ver- 
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liefen, wahrend die im Spatwinter, Friihjahr und Sommer angestellten 
alle den zweiten Typus — hoher Anfangswert fiir den gesamtsiure- 
joslichen P, kontinuierlicher Abfall der organischen Fraktion — ergaben. 

Mehr Klarheit versprach die Untersuchung des eigentlichen vege- 
tativen Organs, des Keimlings, getrennt von dem Reservematerial 
des Samens. Hier war zu erwarten, 
dab mit fortschreitendem Wachstum 
eine Zunahme der organischen Frak- 
tion auftreten kénnte. Die Versuche 
haben der Voraussetzung entsprochen 
s. Abb. 4). Es ergab sich eine Zu- 
nahme der organisch - sdureléslichen 
Fraktion, welche in der beigefiigten 
Abbildung das Vierfache des Ausgangs- 








wertes betrigt, wahrend der anorgani- Meimungstag 

sche P nur um rund 30%, zunimmt. Abb. 4. 
. : : / . Versuch 49. Roggenkeimlinge (nieder- 
Soweit die Frage von quanti- heleiechor eas 2. 


tativem Standpunkte aus zu klaren 

ist, muBten auch Versuche iiber den EinfluB der Assimilation solcher 
keimender Pflanzen einen gewissen Aufschlu8 bringen. Zu diesem 
Zwecke wurden Kermlinge gleichen' Alters wie in den Versachen bei 
Elodea bestrahlt bzw. im Dunkeln gehalten und nach entsprechender 
Zeit gleichzeitig verarbeitet. Das Ergebnis eines solchen Versuches 
zeigt nachstehende Tabelle. 


Versuch 50 (Bestrahlungsdauer 8 Stunden). 





4.TagderKeimung 5.TagderKeimung 6. Tag der Keimung 








ow id i ion “dunkel | ee es ae wr asinine dunkel!| bestrahit 
Anorgan. P . mg-% | 9 96 108 119 129 135 
Saurelésl. P . . . mg-% 223 250 217 220 196 161 
Saurelésl. org. P . mg-®% | 128 154 109 101 76 26 


Es zeigt sich, daB bei den jiingsten Pflanzchen die Bestrahlung 
analog wie bei Elodea zu nicht unbetrachtlicher Vermehrung der organi- 
schen Fraktion fiihrt, wihrend der anorganische P fast unverandert 
bleibt. Bemerkenswert erscheint die wesentliche Abnahme des gesamt- 
siureléslichen P unter dem EinfluB der Assimilation am sechsten 
Keimungstag, die kaum anders denn als eine Uberfiihrung von saure- 
léslichem zu séureunléslichem Phosphat unter der Wirkung der Assi- 
milation zu deuten ist. Das Ergebnis entspricht den histochemischen 
Befunden von Klein. Den Erfolg der Bestrahlung auf den Keimling 
allein zeigt nachstehende Tabelle. 
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Versuch 47 (Bestrahlungsdauer 8 Stunden). 





5. Tag der Keimung 6. Tag der Keimung 





dunkel bestrahit dunkel bestrabit 
Anorg.P . . . mg-% Bl 62 57 78 
| 
Saéurelésl.P . . mg-% 77 88 85 104 
Saurelésl. org. P mg-°%, 26 26 28 26 


Unter dem EinfluB der Assimilation 1aBt sich eine wesentliche 
Zunahme der gesamtsiaureléslichen Fraktion erkennen, hier allerdings 
bedingt durch eine Zunahme des anorganischen P allein. Ob dieses 
Ergebnis nicht durch eine infolge der Siurewirkung bei der Verarbeituny 
bedingte Abspaltung von Phosphorsiure aus organischen Komplexen 
vorgetauscht ist, muB dahingestellt bleiben. Jedenfalls ist bei all diesen 
Versuchen mit einer solchen Méglichkeit zu rechnen, und diirften unsere 
Werte fiir die organische Fraktion Minimalwerte vorstellen. 


Wenn die quantitativen Versuche mit aller Reserve den Schlul 
zulassen, daBb die bei der Assimilation und Dissimilation beobachtete 
Vermehrung der organischen siaureléslichen P-Fraktion auf ein Auf- 
treten von Kohlehydratphosphorsaureestern zuriickzufiihren ist, so 
mufte zum endgiiltigen Beweis der Nachweis aus dem mit méglichster 
Schonung behandelten Pflanzenmaterial gefiihrt werden. Dieses Zie! 
wurde auf zwei Wegen zu erreichen versucht: einmal auf dem von 
Embden und seiner Schule mit Erfolg begangenen Wege zur Isolierung 
des Lactacidogens aus MuskelpreBsaft und zweitens iiber die von 
Robison vorgezeichnete Methode zur Darstellung einer Hexosemono- 
phosphorsiure aus Hefemazerationsansitzen. Bei Versuchen nach 
Embden konnte tatsichlich aus Weizen- und Roggenkeimlingen in 
minimalen Mengen ein Bleisalz isoliert werden, dessen Uberfiihrung 
in ein kristallisiertes Brucinsalz auch gelungen ist. Die Ausbeuten 
waren jedoch trotz Vereinigung mehrerer Ansatze so gering, daB sie 
nicht einmal zur Ausfiihrung einer Mikroanalyse ausreichten. Aus 
dem gleichen Grunde versagten Versuche zur Darstellung eines Osazons. 
Die nach Zerlegung des Bleisalzes erhaltenen Lésungen zeigten durch- 
gehend folgendes Verhalten: saure Reaktion gegen Lackmus, positive 
Molischreaktion, Reduktion Fehlingscher Lésung, keine Reaktion auf 
Phosphor, nach Hydrolyse starke P-Reaktion. Die Hydrolyse einer 
Lésung ergab unter der Voraussetzung, daB das gesamte Kohlehydrat 
als Glucose vorliegt, ein Verhaltnis von P: Glucose wie 1:5,7. Eine 
Hexosediphosphorsiure miiBte ein Verhailtnis P: Glucose wie 1 : 2,{). 
eine Hexosemonophosphorsaure wie 1: 5,8 verlangen. Die erhaltenen 
Werte sprechen fiir das Vorliegen eines Monoesters. Eine gewisse Sicher- 


ee a 


Se ACNE OER A MM HN 





it iiimi: 2 iam we. ae 





iche 


ings 


PSES 
ung 
Xen 
sen 


ere 


ul 
‘te 





ER MEM os 


a mR Be 





Rolle der Phosphorylierung usw. 267 


heit gewinnt der Befund durch die Untersuchungen von Kerb', welcher 
bei diastatischem Abbau phosphorylierter Starke durch Takadiastase 
eine garfahige Hexosemonophosphorsaure erhielt. Eine endgiiltige 
Entscheidung der Frage mu8 Versuchen vorbehalten bleiben, welche 
bei entsprechend geinderter Technik zu Ausbeuten fiihren, die eine 
Analyse und weiteren Abbau dieses Kohlehydratphosphorsaureesters 
gestatten. 

An dem gleichen Material — Roggen- und Weizenkeimlinge — 
wurde die Isolierung eines Kohlehydratphosphorsaureesters nach der 
von Robison? fir die Isolierung der Hexosemonophosphorsaure aus 
Hefe angegebenen, von Newberg und Leibowitz* etwas modifizierten 
Technik versucht. Auf diesem Wege gelang es nach Vereinigung der 
Bleifallungen aus mehreren Ansitzen entsprechend einem Ausgangs- 
material von 600g Samen etwa 60 mg eines amorphen, gelblich ge- 
firbten Bariumsalzes zu isolieren, das folgende Eigenschaften zeigte: 


Das bei wiederholter Priifung N-frei gefundene Salz war in warmem 
Wasser leicht léslich, die Lésung reagierte gegen Lackmus schwach 
alkalisch und gab folgende Reaktionen: intensive Molischreaktion, 
keine Reduktion Fehlingscher Lésung, erst nach Hydrolyse mit Saure 
starke Reduktion, fehlende Phosphorreaktion, die wieder nach Hydro- 
lyse oder Veraschung stark positiv wurde; mit Pheny lhy drazin kein 
Osazon, keine charakteristische Jodreaktion. Die Analyse des Barium- 
salzes ergab, wiederholt bestimmt, einen P-Gehalt von 1,461 bzw. 
1.494% und einen Ba-Gehalt von 21,27 bzw. 21,90°%. Zur weiteren 
Charakterisierung wurde, da die C-H-Bestimmung infolge der Schwer- 
verbrennlichkeit keine brauchbaren Werte lieferte, die optische Drehung 
und die Hydrolyse herangezogen. Die Polarisation ergab eine deutliche 
Rechtsdrehung, die jedoch in der geringen Konzentration zu klein 
war, als daB sie eine sichere Berechnung der spezifischen Drehung 
gestattet hatte. Die nach Hydrolyse ausgefiihrte Zuckerbestimmung 
ergab einen Reduktionswert entsprechend 68,98°, Glucose. Versucht 
man, aus den analytischen Daten ein Bild von der chemischen Kon- 
stitution der vorliegenden Verbindung zu gewinnen, so stimmen die 
erhaltenen Daten am ehesten auf eine phosphorylierte Oktamylose, 
welche auBerdem noch 2 Ba O in Saccharatbindung enthiilt: (Cy. Hy99j)4 
PO,Ba.2BaO. Einer solchen Annahme mit 2 BaO in Saccharat- 
bindung widersprechen zwar die Befunde von Lintner*, Karrer® und 


! Diese Zeitschr. 100, 3, 1919. 

2 Biochem. Journ. 16, 809, 1922. 
® Diese Zeitschr. 184, 489, 1927. 
* Ber. 21, 454, 888. 

5 Helv. chim. act. 4, 678, 1921. 
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Stern’. Wahrend Lintner und Stern auf den Komplex (C,H,90,)g bzw. 
nach Karrer (C,,H, 90,9), maximal den Eintritt von ein BaO fest. 
stellen konnten, fand Karrer wohl fiir die Di- und Tetramylose an. 
nahernd stimmende Werte fiir Ba — 1 Ba auf einen Amylosekomplex 
wahrend die bei der Oktamylose erhaltenen Zahlen wesentlich hinter 
der Theorie zuriickblieben. Auf der anderen Seite soll auf die Befunde 
von Karrer® iiber die NaOQH-Verbindungen der Amylosen verwiesey 
werden, nach denen auf einen Elementarkérper (C,,H,,0,9) ein NaOH 
aufgenommen wird. Nimmt man mit Samec eine Alkoholatbindung 
des Alkalis an, dann wire entsprechend den Karrerschen Befunden 
auch eine Verbindung (C,H, 0,,),.2 Ba(OH), zu erwarten. Dab 
bei den Versuchen von Lintner, Stern sowie Karrer nur | Ba fiir die 
Oktamylose gefunden wurde, mag seinen Grund in der von Karrer 
betonten Schwerléslichkeit der Ba-Oktamyloseverbindung haben. 
SchlieBlich kommt fiir unsere Verbindung noch der Einflu8 der Ver- 
esterung mit Phosphorsiure in Frage, durch welche die Aufnahme- 
fahigkeit fiir Ba abgeandert sein kénnte. 


Zur weiteren Klairung wurde das Ba-Salz einer neuen Darstellung 
in das Brucinsalz iibergefiihrt. Hier wurde ein kristallisiertes Produkt 
erhalten, welches unter dem Mikroskop aus stark doppeltbrechenden 
Plattcken bestand und einen Schmelzpunkt von 168 bis 169° (nicht 
\korrigiert) zeigte. Die Analysen des mehrfach umkristallisierten Brucin- 
salzes ergaben folgendes: C = 49.97%, H =: 6.35%, OCH, = 5,64°,, 
P= 1,25%. Das Brucinsalz einer phosphorylierten Amylose erfordert 
C= 52,08%, H= 6.18%, OCH, = 5.73%, P=1,43%. Mit Aus- 
nahme des zu niedrig gefundenen C-Gehalts zeigen die gefundenen 
Werte eine halbwegs befriedigende Ubereinstimmung mit der Theorie. 
Zur weiteren Sicherstellung wurde das Brucinsalz in das Ba-Salz riick- 
iiberfiihrt. Die nunmehr erhaltenen Werte fiir Ba betrugen 21,95 °,,, 
fiir P 1,497 °%, waren also mit den Werten des Ba-Salzes einer anderen 
Darstellung identisch. Die Einheitlichkeit der isolierten Substanz 
geht aus dieser Riickiiberfiihrung eindeutig hervor und diirfte die 
Annahme einer phosphorylierten Amylose dadurch gestiitzt werden. 
DaB diese Amylosephosphorsaure als Kunstprodukt, welches erst bei 
der Verarbeitung entstanden ist, anzusprechen ware, scheint nach dem 
Gang der Verarbeitung unwahrscheinlich. Nach unserer Anschauung 
handelt es sich um ein beim Auf- bzw. Abbau der Starke auftretendes 
Intermediarprodukt. Da die Oktamylose nach Karrer® von allen 
untersuchten Amylosen die héchste Verbrennungswirme besitzt — 


? Zeitschr. f. angew. Chem. 1928, Nr. 3, S. 88. 
2 Helv. chim. act. 4, 811, 1921. 
* Ebendaselbst 4, 678, 1921. 
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4610 cal gegeniiber 4183 cal der Starke bzw. 4165 bis 4235 cal der 
iibrigen Amylosen — ware ihr Auftreten im intermediaren Stoffwechsel 
der Pflanze auch aus energetischen Griinden verstandlich. 


Experimenteller Teil. 


Die in den Versuchen verwendete Elodea densa und ein Teil des 
Saatgutes wurden von Professor G. Klein, dem wir auch an dieser 
Stelle unseren Dank aussprechen michten, in liebenswiirdiger Weise 
beschafft. Eine weitere Probe Roggen und Weizen stammte aus Briinen 
am Niederrhein. Die Abwagung des Materials fiir die Versuche mit 
Elodea geschah in der Weise, daB eine gréBere Menge der Pflanzen 
zwischen Filterpapier von der Hauptmenge des anhaftenden Wassers 
befreit und die fiir eine Versuchsreihe benétigten Portionen auf feuchter 
Filterunterlage gewogen wurden. Da bei den Keimungsversuchen mit 
ungleichmaBigem Wachstum und mangelhafter Keimfahigkeit ge- 
rechnet werden muBte, wurde hier die Auszahlmethode als einwand- 
freieste verwendet. Wie zahlreiche Versuche ergaben, betrug bei ein- 
heitlicher KorngréBe das Gewicht fiir 100 Kérner im Mittel 3g. Die 
EnteiweiBung und Fallung der Kolloide erfolgte nach Schenck unter 
Verwendung eines wesentlichen Uberschusses von Sublimat. Ein Herab- 
gehen mit der Sublimatmenge, das gleichzeitig die unerwiinschte 
Vermehrung der an sich schon hohen Saurekonzentration vermieden 
hatte, fiihrte stets zu Miberfolgen. Zur Ausschaltung der Phosphatase- 
wirkung wurde die Saure bereits beim Verreiben der Substanz zugesetzt. 
Der EinfluB der Saure auf die Abspaltung gebundener Phosphorsaure 
wurde durch méglichst schnelles Arbeiten und starke Kihlung auf ein 
Minimum zu reduzieren versucht. Immerhin stellen die erhaltenen 
Werte fiir das saureléslich organisch gebundene Phosphat Minimal- 
werte dar. Die P-Bestimmungen wurden nach der gravimetrischen 
Methode Embdens und der kolorimetrischen von Tisdall durchgefihrt. 
Der gesamtsiaurelisliche P wurde nach Veraschung nach Neumann 
bestimmt. 

Bei den Bestrahlungsversuchen wurde eine 2000-Watt-Lampe in 
30 cm Abstand verwendet. Durch Zwischenschaltung eines von Leitungs- 
wasser durchstrémten Kiihlmantels wurde die Temperatur so reguliert, 
da8 Dunkel- und Bestrahlungsversuch bei derselben kontrollierten 
Temperatur durchgefiihrt werden konnten. 


Versuche an Elodea densa. 


Die Bestimmungen von Wassergehalt, Asche und Gesamtphosphor 
ergaben als Mittelwerte aus je drei Bestimmungen folgende Werte: Wasser- 
gehalt 93%, Asche 1,2, Gesamt-P 33,7 mg-%, bei Adlterem Material 
30,8 mg-°%,. Fiir die Versuche wurden die Pflanzen von alteren, mi®farbigen 
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Teilen befreit und zunadchst 2 Tage im Dunkeln in groBen Stutzen in 
flieBendem Leitungswasser gehalten. Portionen zu 15g wurden lose ye. 
biindelt und eine sofort, die anderen nach zwei-, vier-, sechs-, achtstiindige, 
Bestrahlung verarbeitet. Der Eintritt der Assimilation machte sich nach 
kurzer Zeit durch lebhafte Sauerstoffentwicklung kenntlich. Die Einzel- 
ergebnisse zeigen nachstehende Tabellen. 


Versuch 27. 





Dunkelversuch 4 Std. bestrahit 


Anorganischer Phosphor ......... mg-% 16 13,5 
Saurelislicher Phosphor . . . os «er 17,5 | 19 
Saureloslicher organischer Phosphor aA, |. 4 1,5 5,5 


Unter dem Einflu8 der Bestrahlung steigt der organisch gebundene, 
séuerliche P fast auf das Vierfache, und zwar groBenteils auf Kosten des 
anorganischen P. 





Versuch 23. 
¥ Dunkelversuch 4 Std. bestrahit 
Anorganischer Phosphor... .... . .mg-% 108 10,2 
Saureléslicher Phosphor . . . a 16 17,5 
Saureloslicher organischer Phosphor —-: 5,2 7,3 


Versuch 24. 





Dunkelversuch 6 Std. bestrah!t 


Anorganischer Phosphor ..... . . -mg-% 15,2 14 
Siurelislicher Phosphor . . oo. ae 18,5 21.4 
Saureléslicher organischer Phosphor ast >, AG 3,3 7,4 


Zunahme von iiber 100°), fiir den organisch séureléslichen P. 





Versuch 31. 
Dunkel |  2Std. 4 Std. 8 Std. 
versuch bestrahit bestrahit bestrahit 
Anorganischer Phosphor. . . mg-% 16 13 10,2 23 
Saureléslicher Phosphor . . . mg-% 17 17 18 28 
Saureloslicher organ. Phosphor mg-°% 1 4 7,8 5 


Anfanglich starker Anstieg des organisch sdureldslichen P, dann ein 
Abfall bei gleichzeitigem Ansteigen des anorganischen P. 


Versuche an Weizen- und Roggenkeimlingen. 


Die von Verunreinigungen befreiten Samen wurden nach Kérnern 
gleicher GréBe sortiert, durch mehrmaliges griindliches Waschen gereinigt, 
zur Zerstérung etwa vorhandener Pilze mit verdiinntem Bromwasser kurz 
geschiittelt, in flieBendem Wasser nachgewaschen und fiir 24 Stunden ein- 
gequollen. Das Keimen geschah auf sechs- bis achtfachen Lagen feuchten, 
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aschearmen Filterpapiers in Petrischalen bei 22° im Thermostaten. Zu 
den P-Bestimmungen wurden je 100 mdglichst gleichmaBig entwickelte 
Keimlinge herangezogen. Uber Feuchtigkeits- und P-Gehalt des verwendeten 
Saatgutes orientiert nachstehende Tabelle, welche Mittelwerte aus je drei 
Bestimmungen wiedergibt. 





, Weizen, Weizen, Roggen, Roggen, Roggen, 
Samenart : totem. nledenhots. ésterr. _ niederrhein.| niederrhein. 
6 n 


R6 | Rol Rn2 
Wassergehalt . . . i i 12 13,7 10 10,9 10,2 
Gesamt-Phosphor . mg-°o 313 353 355 349 360 


Die einzelnen Versuche sind nach den Ausgangswerten fiir den gesamt- 
siureléslichen P geordnet'. 


Versuch 35. 
W6. Anfangswert des gesamtséureléslichen P 14°, des Total-P. 





Trockens 26Std. |  _—=3-—=—‘P#e der Keimung © 





wert | oqeeten iy. | 2. 3. ajis| «6 
Anorgan. P . . mg-% | 30 29,6 | 42 8 53 644 66 69,2 
Saurelésl. P . . mg-% 43,5 442 51 536, 992 121 153 180 
| 9 28 46.2 56,6 87 11038 


Saureldsl. org. P mg-°, 13,5 14,2 
' 


Das 24stiindige Einquellen erscheint ohne Einflu8; am ersten und 
zweiten Tage Abnahme, von da an sténdige Zunahme des organisch séure- 
léslichen P auf rund 60°, des gesamtséureléslichen P. 


Versuch 36. 


R6. Anfangswert des gesamtséureléslichen P 34°, des Total-P. 





Tag der Keimung 





ee 

oqetee ts j2ian ia lian la | 2 
Anorgan. Phosphor . . mg-% 53 55; 92 123 114 | 148/ 167 | 169 
Saurelésl. Phosphor . . mg-% 122 123 205 238 276 289 | 290 , 292 
Saurelésl. org. Phosphor mg-%% 70 68 113 115 162) 141 | 123) 123 


Bis zum vierten Tage absolute und relative Zunahme des séureléslichen 
organischen P bis etwa 60°, des Total-P, dann Abnahme zugunsten des 
anorganischen P. 

Folgende Versuche, die durchweg in den Friihjahrs- und Sommer- 
monaten ausgefiihrt wurden, zeigen sémtlich das gleiche Verhalten: bei 
relativ hohen Anfangswerten fiir den séureléslichen organischen P im Verlauf 
der Keimung eine kontinuierliche Abnahme dieser Werte zugunsten des 


anorganischen P. 


1 Aus Griinden der Raumersparnis geben wir von unseren Versuchen 
nur je ein Beispiel wieder. Beziiglich der naheren Einzelheiten siehe die 
Dissertation von W. Albers, Wien 1928. 
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Versuch 41. 
Wn. Anfangswert des gesamtséureléslichen P = 76,5 des Total-P 
> 7 24 Std. Teg da Sele 
ope! si 2ialiel sa] «6 
Anorg.Phosphor . . . . . mg-% 37 53 55) 80 84 86 109 127 
Saéurelésl. Phosphor. . . . mg-% 270 276 278 276 276 279 281 288 


Saurelésl. org. Phosphor. . mg-% 233 223 223 196 192 193 172 161 


Versuch 43. 
Rn 1. Anfangswert des gesamtséureléslichen P 72° des Total-P. 








24 Std. Tag der Keimung 
ot Cae ee eee eee ee 
Anorg. Phosphor . “met 50 64 69 111 129 135 127 146 156 
Saurelosl. Phosphor . mg-° 252 265 279 271 270 274 299 299 301 
Saurelésl.org.Phosphor mg-°, 202 201 210 160 141 139 172 153 145 
Versuch 46. 


Rn 2. Anfangswert des gesamtséureléslichen P 46,7, des Total-P. 





24 Std. Tag der Keimung 
gequollen L. “‘eE . "i ay 3 = 


‘. 





Anorg. Phosphor . . . . mg-% 58-64) 88 87 125 125 195 190 


Saureldsl. ny . . .mg-% 168 170 | 169 186 | 242; 237 256 260 
Sauredésl. org. Phosphor ; mg-% 110 106, 81 99 117) 112; 61 70 


Die Verteilung der einzelnen P-Fraktionen auf Keimling und Samen 
zeigen nachstehende Versuche. Der Keimling wurde mit einem Rasier- 
messer vom Samen abgetrennt und sofort in eisgekiihlter Reibschale ver- 
arbeitet. Das Verhalten der P-Fraktionen in Samen und Wurzeln weicht 
wenig gegen die bisher erhobenen Befunde ab. In den Keimlingen ergibt sich 
mit fortschreitendem Wachstum eine betraéchtliche Zunahme des organischen 
sdureléslichen P. 

Versuch 49. Rn 2. 





4. Tag der Keimung l 5. Tag der Keiraung 6. Tag der Keimung 





Keimling | Samen Keimling Samen Keimling | Semen 





Anorg. Phosphor . mg-°, 39 95,5 47.5 99,5 53 115 
Saurelésl. Phosphor mg-% 45 139 61 | 143 77 141 
Saurelésl. org. P_ . mg-% 6 43.5 13,5 | 43,5 24 26 


Versuch 48. Rn 2. 











4. Teg 5. Ts ‘2.7. 8. Tag 
| der Kei 4 aoc: Zine | ae? Sag | derited 








Keim: Keim: Keim- Keim. 
ling Samen ling Samen ling vom ling Samen 


Anorg. Phosphor . . . mg-% | 30 93 | 48 100 | 61 | 103) 83 110 
Saurelésl. Phosphor . - mg-% | 41 126) 58 | 148) 84 | 187 || 101 | 127 
Saurelésl. org. Phosphor mg-% || 11 83} 10 | 48) 28, 34] 18) 17 
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Den EinfluB kurzdauernder Bestrahlung auf die séureldslichen 
p-Fraktionen geben nachstehende Versuche wieder, die an Roggenpflanzchen 
vom vierten Keimungstage an durchgefiihrt wurden. Zum Schutz gegen 
die unmittelbaren Strahlenwirkungen wurden die Wiirzelchen mit feuchtem 
Sand bedeckt, der zur Entfernung eventuell léslicher Salze mit Salzsdure 


ausgekocht und gegliiht war. 


Versuch 50. Rn 2. 





4.Tag der Keimung 5. Tag der Keimung 6. Tag der Keimung 
dunkel bestrahit dunkel | bestrahlt dunkel bestrabit 





Anorg. Phosphor . . mg-% 95 9 | 108 | 119 | 120 | 135 
Siurelésl. Phosphor .mg-% 223 250 || 217 220 | 196 161 
Siurelésl. org. P . . mg-% 128 154 109 101 76 26 


Am sechsten Tage weist die bestrahlte Portion eine wesentliche Ab- 
nahme des gesamtséureléslichen P gegeniiber der Kontrolle auf, die wohl 
als Uberfiihrung von sdureléslichem in séureunléslichen P unter dem 
Einflu8 der Assimilation zu deuten ist. 

Den Einflu8 der Bestrahlung auf Samen und Keimlinge getrennt 
zeigt Versuch 47; wahrend in Samen und Wurzel keine nennenswerte 
Veriinderung durch die Bestrahlung zu finden ist, nimmt im Keimling der 
gesamtsaéurelésliche P unter dem Einflu8 der Bestrahlung betrichtlich zu, 
hier bedingt durch ein Anwachsen des anorganischen P. 


Versuch 47. Rn 2. 











5. Tag der Keimung 6. Tag der Keimung 
Keimling Samen Keimling Samen 
A kel be. da kel 
I strahlt strabht Manel ei jauebet otrahit 





Anorgan. Phosphor . .mg-% 51 62 82 84 57 78 83 = 83 
Siurelésl. Phosphor . .mg-% 77 88 124 128 85 104° 132 137 
Siurelésl. org. Phosphor mg-% 26 26 42 44 28 26 49 54 


Versuche zur Isolierung eines Hexosephosphorsdureesters nach Embden. 


Die Versuche wurden mit 3 bis 5 Tage alten Keimlingen von Weizen, 
Roggen, Bohnen und Erbsen angestellt. Die jeweils verarbeitete Menge 
entsprach 150 bis 300 g Samen. Vorbedingung fiir einen Erfolg ist méglichst 
rasches Arbeiten. Zu langes Stehen, selbst auf Eis, fiihrt durch Siurewirkung 
zu einer vollsténdigen Aufspaltung der Kohlehydrat-Phosphorséure- 
verbindungen. Enteiwei8t wurde nach Schenck mit einem wesentlichen 
Uberschu8 an Sublimat. Alle Operationen wurden nach Tunlichkeit unter 
Eiskiihlung durchgefiihrt. Die Kupfer-Kalk-Fallung wurde zweimal 
wiederholt. Nach Zerlegung der zweiten Fallung wurde das Kupfer mit 
H,S gefallt und im Filtrat der Schwefelwasserstoff durch Luft vertrieben. 
Nach Entfernung der Schwefelsiure und Phosphorséure durch Baryt 
resultierte ein schwefelséure- und bariumfreies, schwach saures Filtrat, aus 
dem mit 10%igem Bleiacetat ein grauweiBes, voluminéses Bleisalz gefallt 
werden konnte. Dieses wurde niach Stehen iiber Nacht mit kaltem Wasser 
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wiederholt auf der Zentrifuge gewaschen, darauf in Wasser suspendie;t 
und H,S eingeleitet. Zur quantitativen Zerlegung war oft ein mehrstiindiges 
Einleiten erforderlich. Das Filtrat vom Bleisulfid wurde durch einen Luft. 
strom vom Schwefelwasserstoff befreit, neuerlich mit Bleiacetat versetzt 
und der Niederschlag bis zur Bleifreiheit des Waschwassers gewaschey 
und in gleicher Weise neuerlich zerlegt. Aus dem resultierenden, deutlich 
sauer reagierenden Filtrat wurde verschiedentlich versucht, durch vor- 
sichtigen Zusatz einer methylalkoholischen Brucinlésung ein Brucinsalz 
zu gewinnen. Zweimal gelang es, Kristalle abzuscheiden, die analog dem 
Embdenschen Brucinsalz der Hexosediphosphorséure unter dem Mikroskop 
als prismatische Blattchen mit eingekerbten Spitzen erschienen und starke 
Doppelbrechung zeigten. Die Mengen waren so verschwindend klein, dai 
sie nicht fiir eine Mikrobestimmung ausreichten, geschweige, daB es méglich 
gewesen ware, sie durch Umkristallisieren zu reinigen. Da sich das Brucin- 
salz durch Schmelzpunkt nicht identifizieren l4B8t, wurde die Darstellung 
eines Osazons versucht, die aber bei den minimalen Mengen zu keiner ent- 
sprechenden Ausbeute fiihrte. Bei simtlichen Versuchen — gleichgiiltig, 
von welchem Material ausgegangen wurde — zeigte das nach Zerlegung 
des Bleisalzes erhaltene Filtrat stets die bereits eingangs erwahnten Eigen- 
schaften: Saure Reaktion, Reduktion Fehlingscher Lésung, erst nach 
Veraschung oder Hydrolyse positive Phosphorséurereaktion, intensiv 
positive Molischreaktion. 


5cem eines aus Weizen erhaltenen Filtrats wurden bei einem Saure- 
gehalt von 4% HCl durch 4 Stunden am Wasserbad hydrolysiert, im 
Hydrolysat der Zucker nach Hagedorn-Jensen, P nach Tisdall bestimmt. 
Die Zuckerbestimmung ergab fiir 0,3 ccm 0,063 mg Glucose, entsprechend 
1,05 mg in der Ausgangsmenge, fir 0,2 cem 0,049 mg Glucose, entsprechend 
1,23 mg in der Ausgangsmenge; Mittelwert 1,14 mg Glucose in 5 ccm. 
Die P-Bestimmung ergab 0,195 mg in der Ausgangsmenge. Verhaltnis 
P: Glucose = 1: 5,7, entsprechend einer Hexosemonophosphorséure. In 
weiteren Versuchen wurde ein ahnliches Verhaltnis festgestellt. Fiir eine 
Diphosphorséure konnten nie entsprechende Werte erhalten werden. 


Versuche zur Isolierung eines Kohlehydratphosphorsdureesters nach Robison 
in der von Neuberg und Leibowitz gegebenen Abdnderung. 


Fiir die Anwendung auf pflanzliches Material muBte die Methode in 
einigen Punkten abgedndert werden. Sie gestaltete sich im einzelnen 
folgendermaBen. Zu den Versuchen wurde Roggen und Weizen, und zwar 
6 Tage alte Keimpflanzen benutzt. Eine 300g Samen entsprechende 
Menge von Keimlingen wurde in eisgekiihlter Reibschale unter Zusatz von 
6° iger Trichloressigséure mit Quarzsand verrieben, der feine Brei mit 
6 °,iger Trichloressigséure auf ein Volumen von 1000 ccm aufgefiillt, koliert 
und der Rest stark abgepreBt. Der PreBriickstand wurde mit 500 ccm 
Wasser aufgenommen uns neuerlich abgepreBt. Die vereinigten PreBsafte 
wurden in der Zentrifuge von gréberen Partikelchen befreit, mit starker 
Natronlauge gegen Phenolphthalein exakt neutralisiert und erneut zevtri- 
fugiert. Das leicht getriibte, griinliche Zentrifugat wurde mit einer kon- 
zentrierten Lésung von 100g Bariumacetat versetzt, im Kochsalzbad auf 
60 bis 80° erhitzt und hei® zentrifugiert. Das nunmehr voéllig klare Zentri- 
fugat wurde sofort wieder stark gekiihlt und so lange mit Bleiessig versetzt, 
als auf neuerlichen Zusatz ein Niederschlag entstand. Die voluminése 
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schleimige Bleifallung wurde nach zweistiindigem Stehen dreimal auf der 
Zentrifuge gewaschen, mit Wasser zu einem diinnen Brei angeriihrt und 
dureh Einleiten von H,S8 zerlegt. Die Zerlegung der Bleisalze bereitete 
vielfach groBe Schwierigkeiten, da, offenbar durch héhere Kohlehydrate, 
in einer Anzahl von Versuchen Bleisulfid in kolloidaler Lésung gehalten 
wurde. Der Sulfidniederschlag wurde nochmals mit Wasser verrieben und 
neuerlich mit H,S behandelt. Nach Vertreibung des H,S aus den ver- 
einigten Filtraten wurde mit Natronlauge gegen Phenolphthalein genau 
neutralisiert, im Vakuum eingeengt und mit neutralem Bleiacetat versetzt. 
Von den hierbei abgeschiedenen Flocken wurde filtriert und im Filtrat 
die Bleiessigféllung wiederholt. Nach Zerlegung des Bleisalzes mit H,S 
wurde die schwefelwasserstofffreie Lésung mit reinstem Bariumhydroxyd 
genau neutralisiert. Auf Zusatz von Alkohol im Verhaltnis 1: 1 setzte sich 
ein Bariumsalz in hellen Flocken ab, das nach Stehen iiber Nacht mit 
50% igem, dann mit absolutem Alkohol gewaschen und im Vakuum ge- 
trocknet wurde. Zur Reinigung wurde das gelblich gefairbte, amorphe 
Ba-Salz in méglichst wenig warmem Wasser gelést, von geringen Mengen 
ungeléster Substanz filtriert und neuerlich mit Alkohol gefallt. Die Um- 
fallung wurde im ganzen fiinfmal wiederholt, bis das Salz vollkommen klar 
in Lésung ging. Die Lésung zeigte folgendes Verhalten: Schwach alkalische 
Reaktion gegen Lackmus, intensive Molischreaktion, erst nach Hydrolyse 
positive Reduktion Fehlingscher Lésung und positive P-Reaktion, mit 
Jod keine charakteristische Farbung. Bei 150° beginnende Braunfarbung, 
oberhalb 211° Verkohlung. Wiederholte Priifung auf N ergab ein voll- 
kbmmen negatives Resultat. Da di> CH-Bestimmung wegen der Schwer- 
verbrennlichkeit nicht durchgefiihrt werden konnte, wurde nur die Ba- 
und P-Bestimmung an der bei 100° im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz 


getrockneten Substanz durchgefiihrt. 


Bariumbestimmung (Pregl): 


6,473 mg Substanz, 2,340 mg BaSO, = 21,27% Ba. 
5,637 mg Substanz, 2,098 mg BaSO, = 21,90°%, Ba. 


Phosphorbestimmung (Pregl-Lieb): 


6,473 mg Substanz, 6,510 mg Niederschlag = 1,461 °% P. 
5,637 mg Substanz, 5,797 mg Niederschlag = 1,494, P. 
Fiir das Ba-Salz einer phosphorylierten Oktamylose : 
(CypH 9019), PO, Ba .2 BaO. Ber.: Ba 22,67%, P 1,707%; 
gef.: Ba 21,27%, P 1,461%; 
21,90%, P 1,494%. 


Zur optischen Untersuchung der Drehung des Bariumsalzes wurden 
28,917 mg in der eben zur Lésung ausreichenden Menge Wassers geldst 
und mit der berechneten Menge Schwefelséiure versetzt. Nach 4 Stunden 
wurde vom Bariumsulfat zentrifugiert und im MeBkélbchen auf 20 cem 
aufgefiillt. Die Lésung zeigte bei 18° im 2-dm-Rohr eine deutliche, aber 
minimale Rechtsdrehung von 0,01 bis 0,02° (Na-Licht), doch reichen die 
abgelesenen Werte zu nahe an die Fehlergrenze heran, als da8 aus ihnen 
ein Schlu8 auf die GréBe der spezifischen Drehung gezogen werden kénnte. 

Das aus den 28,917 mg Ba-Salz gewonnene BaSO, wog 0,0107g, 
entsprechend 21,77%, Ba. Die Bestimmungen der Phosphorséure nach 
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Tisdall ergab nach Veraschung von je 2ccm der Lésung einen P-Gelialt 
entsprechend 1,439. Die Werte zeigen gute Ubereinstimmung mit de 
nach anderen Methoden erhaltenen. Fiir die Hydrolyse des Bariumsa!zes 
wurden 7,350mg Ba-Salz mit 3ccm 8%iger Schwefelséiure 4 Stunden 
auf dem Wasserbad hydrolysiert. Die Lésung farbte sich dabei bréunlich. 
Nach Neutralisation mit Natronlauge wurde zentrifugiert, in ein geeichtes 
MeBzylinderchen iibergespiilt und auf ein Volumen von 3,7 cem aufgefiil!t. 
Der Zucker wurde nach Hagedorn-Jensen bestimmt. Fiir je 0,1 cem der 
Lésung wurden 0,134, 0,138, 0,139, im Mittel 0,137 mg Glucose bestimmt : 
in den 7,350 mg Ba-Salz daher 5,07 mg Glucose = 68,97°% Glucose. Die 
Theorie wiirde fiir das Ba-Salz einer phosphorylierten Oktamylose 79,16 °, 
Glucose verlangen. Die gefundene Menge entspricht 87,13 °%, der theoretisch 
zu erwartenden. 

Zur weiteren Charakterisierung des isolierten Phosphorséureesters 
wurde versucht, das Ba-Salz in das Brucinsalz iiberzufiihren. Zu diesem 
Zwecke wurde eine wasserige Lésung von etwa 50 mg des Ba-Salzes so lange 
vorsichtig mit einer Lésung von Brucinsulfat versetzt, als noch ein Nieder- 
schlag von BaSO, entstand. Die vom BaS0O, abzentrifugierte Lésung 
wurde im Vakuum eingeengt, auf 0° abgekiihlt und tropfenweise mit eis- 
gekiihltem Aceton versetzt, bis eben eine bleibende Triibung entstand. 
Im Eisschrank schieden sich beim Stehen iiber Nacht Kristallchen ab, 
von denen abgesaugt wurde. Die Acetonkonzentration wurde dann im 
Filtrat langsam bis auf etwa 70°%, erhéht. Die erneut abgeschiedenen 
Kristalle wurden von der Lésung abgetrennt. Weiterer Zusatz von Aceton 
lieferte eine neuerliche kristallisierte Fallung. Die Ausbeute war gering. 
in ganzen etwa 10mg. Die Kristalle ahnelten den nach der Embdenschen 
Methode erhaltenen und zeigten starke Doppelbrechung. Das Brucinsalz 
neigt stark zur Zersetzung. Schon nach wenigen Tagen wiesen die anfangs 
einheitlichen Kristalle unter dem Mikroskop eine deutliche Scheidung in 
weiBe Nadeln und eine amorphe Masse auf, offenbar infolge Abspaltung 
reinen Brucins. Zur Analyse wurde die aus fiinf bis sechs Darstellungen 
gesammelte Menge Brucinsalz nochmals aus wasseriger Lésung mit Aceton 
gefalit und die ersten Anteile der Fallung verwendet. 


Analysenergebnisse : 
Schmelzpunkt 167 bis 168° (nicht korrigiert) unter Zersetzung. 
CH-Bestimmung (Pregl)*: 4,759mg Substanz, 2,7 mg H,O, 8,72mg CO,. 
Methoxylbestimmung (Pregl): 5,885 mg Substanz, 2,312mg AgJ, 
2,432 mg AgJ korrigiert?. 

P-Bestimmung (Pregl-Lieb): 7,119 mg Substanz, 6,127 mg Niederschlag. 

Berechnet fiir (Cys Hyg NO). (Cy, Hop Oyo), PO, Hy: 

C 52,08%, H 6,18%, P 1,43%, OCH, 5,73%. 

Gef.: C 49,97%, H 6,35%, P 1,25%, OCH, 5,46 %. 

Zur Kontrolle wurde das Brucinsalz in das Ba-Salz riickiiberfiihrt. 


Die wasserige methylalkoholhaltige Lésung des Brucinsalzes wurde zur Ent- 
fernung eventuell freien Brucins wiederholt mit Ather ausgeschiittelt und 


1 Trotz energischen Gliihens war im Schiffchen noch durch Kohle 
grau gefarbte Asche zuriickgeblieben. 
2? A. Friedrich, Zeitschr. f. physiol. Chem. 168, 141, 1927. 


Rr ee eee 


oS EERE EAT IE IS NEG Be 





dar 
yon 
wie 
geti 
um 
pru 


Ve 

















Rolle der Phosphorylierung usw. 277 


darauf mit reinstem Bariumhydroxyd gerade neutralisiert. Nach Filtration 
vom abgeschiedenen Brucin wurde das Ausschiitteln mit Ather noch zweimal! 
wiederholt und schlieBlich das Ba-Salz durch das gleiche Volumen Alkohol 
vefallt. Zur Reinigung wurde dreimal aus wiasseriger Lésung mit Alkohol 
umgefallt. Das getrocknete Salz zeigte die gleichen Eigenschaften wie das 
primar erhaltene Ba-Salz, leicht gelbliche Farbe, bei 150° Verfarbung, 
Verkohlung oberhalb 210°. 

Bariumbestimmung (Pregl): 5,502 mg Substanz, 

21,95% Ba. 

P-Bestimmung (Pregl-Lieb): 6,502 mg Substanz, 6,702 mg Nieder- 
schlag = 1,497% P. : 

Es wurden also dieselben Werte wie bei dem urspriinglichen Ba-Salz 


2,425 mg BaSO, 


erhalten. 
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Uber die Charakterisierung der Stimme von Aspergillus niger 
auf Grund ihres biochemischen Verhaltens. 


I. Mitteilung: 


Vergleichende Untersuchungen iiber die Saurebildung 
durch verschiedene Pilzstimme. 


Von 
K. Bernhauer. 


(Aus der biochemischen Abteilung des chemischen Laboratoriums 
der deutschen Universitét in Prag.) 


(Eingegangen am 12. April 1928.) 


Die gleiche Pilzspezies kann bekanntlich in einer fast unbeschrankten 
Anzahl morphologisch oft véllig gleichartiger, physiologisch aber recht 
stark voneinander abweichender Formen, sogenannter Pilzrassen, und 
diese wieder in einer Reihe von Pilzstimmen auftreten. 

Hinsichtlich der Frage nach dem Zustandekommen solcher Pilz- 
rassen und -stémme entnehme ich der Literatur folgendes: 


Zunachst ist die Untersuchung von Schiemann(1) (1912) iiber 
Mutationen bei Aspergillus niger von Interesse; die Verfasserin erhielt 
verschiedene Mutanten durch Einwirkung chemischer Substanzen, wie 
Kaliumbichromat usw., oder aber unter dem Einflu8 hoher Temperatur 
(40 bis 45°). Die so erhaltenen Pilze wurden jedoch nur vom Standpunkt 
der Erblichkeitstheorie untersucht und nicht von physiologischen Gesichts- 
punkten aus. Brenner (2) (1914) studierte einige Aspergillus-niger-Rassen 
vom ernéhrungsphysiologischen und morphologischen Standpunkt und 
erwahnt nur nebenbei, da8 bei der Kultur auf Nahrlésungen physiologische 
Verschiedenheiten zutage treten. Aus seinen Untersuchungen geht gleich- 
falls hervor, daB die Temperatur, bei der die Pilze dauernd geziichtet und 
aufbewahrt werden, einen wesentlichen Hinflu8 auf die Ausbildung neuer 
Rassen ausiibt. Weiterhin ist in diesem Zusammenhang eine Arbeit von 
Schramm (3) (1915) von Interesse. Dieser erhielt aus einem normalen 
Aspergillus niger bei fortgesetztem Weiterziichten auf Agar-Agar einen 
degenerierten, sporenlosen Pilz, der nur ein graues, schleimiges Mycel 
bildete, wobei die submersen Teile SproBzellen enthielten. Wehmer (4) 
untersuchte diesen Pilz weiter und stellte fest, daB er sich auch stoffwechsel- 
physiologisch ganz anders verhalt als die Ausgangsform. Dieser Pilz bildete 
nie Oxalséure in Zuckerkulturen und lie8 den vorhandenen Zucker ziemlich 
unberiihrt; dagegen bildete er in geringer Menge eine nicht identifizierte 
Saure, die ein wasserlésliches Kalksalz gab. Nach unseren heutigen Er- 
fahrungen diirfte es sich wohl um Gluconséure gehandelt haben. 

Neuerdings kam Wehmer (5) (1924) wieder auf die Frage nach der 
Verschiedenheit der Aspergillus-niger-Stémme hinsichtlich der Séure- 
bildung zuriick. Er erwahnt, daB Thom und Currie (6) (1916) und unab- 
hangig davon Eljving (7) (1919) die ersten Mitteilungen iiber die Citronen- 
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siurebildung durch Aspergillus niger machten und auf das dabei beob- 
achtete auffallig verschiedene Verhalten der untersuchten Pilzstémme 
hinwiesen. Wehmer stellte in der erwahnten Mitteilung fest, daB ver- 
schiedene Stémme recht unterschiedliche Mengen von Citronenséure anzu- 
haufen vermégen, doch kommt es hierbei auch auf die Versuchsbedingungen 
an. Weiterhin erhielt er den Befund, da8 manche Stémme in der Regel 
keine Oxalséure aus Citronenséure zu bilden vermégen; er nennt diese 
_.Citronensaéurebildner“ und stellt sie den ,,Oxalséurebildnern“ gegeniiber. 
Weiterhin kommt auch in der Untersuchung von Amelung (1927)', sowie 
in den sonstigen Arbeiten iiber die Saéurebildung durch Aspergillus niger 
das recht unterschiedliche Verhalten der verschiedenen Pilzst&émme zum 


Ausdruck. 

Die von Wehmer erhaltenen Resultate gestatten jedoch keine 
weitergehenden Schliisse, da der von diesem Verfasser eingeschlagene 
Weg keine ausreichende Méglichkeit fiir eine systematische Variation 
der Versuchsbedingungen bietet, und da er weiterhin nur mit Versuchen 
arbeitet, die erst nach 8 bis 19 Wochen zur Analyse kamen und so 
iiber die wahrend dieser Zeit gebildeten, jedoch wieder verzehrten 
Siuren ginzlich in Zweifel lassen. AuBerdem blieb die Gluconsaure- 
bildung durch Aspergillus niger unberiicksichtigt. 

Die vorliegende Untersuchung sollte sich zunachst mit zwei Fragen 
beschaftigen : : 

1. Es war festzustellen, wieweit Unterschiede im Verhalten ver- 
schiedener Pilzstimme hinsichtlich ihrer Saurebildung bestehen; 
hierbei diente als Grundlage wieder die in den bisherigen Untersuchungen 
angewendete Methodik der ,,fertigen Pilzdecken‘‘*, mit deren Hilfe die 
bisher gemachten Erfahrungen iiber die Bedingungen der Saurebildung (8) 
auf andere Pilzstimme angewendet werden sollten. Es war also fest- 
zustellen, wieweit die friiher gefundenen Beziehungen zwischen Saure- 
bildung und Reaktion der Kulturfliissigkeit, Stickstoffgehalt derselben, 
Mycelgewicht usw. verallgemeinert und auf verschiedene Pilzstamme 
ausgedehnt werden kénnen. 

2. Weiterhin sollte sich die vorliegende Arbeit mit der Frage 
beschaftigen, worauf die Verschiedenheit der Pilzstamme zuriick- 
zufiihren ist, und sollte mithin eine systematische Analyse der Faktoren 


1 Amelung, H. 166, 161, 1927. 

2 Zur Arbeit von Kostytschew und Tschesnokov (Zeitschr. f. wiss. Biol., 
Abt. E, 4, 181, 1927) iiber die ,,Bildung von Citronen- und Oxalséure durch 
Aspergillus niger‘ méchte ich bemerken, daB ich die Prioritét Kostytschews 
hinsichtlich der erwahnten Methodik trotz der damaligen Unkenntnis 
seiner diesbeziiglichen Arbeiten, durchaus nicht in Frage stellte. In meiner 
betreffenden Mitteilung (8) habe ich auch lediglich die Brauchbarkeit der 
in Frage stehenden Methodik fiir die Untersuchung der Sdurebindungsvorgdnge 
bei Pilzen betont, unter Beriicksichtigung der Autoren, die bis dahin gelegent- 
lich diese Methodik bei der Untersuchung der Séurebildung angewendet 
hatten. 

19* 
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anbahnen, welche hier von EinfluB sind. Als solche Faktoren kommen 
auf Grund der bisherigen Literaturangaben folgende in Betracht 

a) EinfluB des Nahrbodens, insbesondere hinsichtlich seiner Kohlen.- 
stoff- und Stickstoffquelle. Hierher gehért die oben erwahnte Beobachtwuny 
von Schramm iiber die Degeneration von Aspergillus niger bei dauernde: 
Weiterziichtung auf Agar. Sodann ware hier die Frage anzuschlieben, 
welchen Einflu8 ein natiirliches Substrat auf die physiologische Wirksamkeit 
des Pilzes hat. 

b) Die Temperatur hat nach Schiemann und Brenner einen wesentlichen 
Einflu8 auf die Ausbildung neuer Pilzrassen. 

ce) Unter der Einwirkung verschiedener Chemikalien entstehen nach 
Schiemann neue Mutanten. 

AuBer diesen Einfliissen, die eine langer dauernde Einwirkung voraus.- 
setzen, kommen noch solche in Betracht, die bereits nach kurzer Dauer dic 
physiologische Wirksamkeit des Pilzes hinsichtlich der Séurebildung wesent 
lich und anscheinend dauernd beeinflussen. So teilen Buchner und Wiisten- 
feld (9) (1912) mit, daB durch Umziichtung von Citromyces auf Citronensaure 
das Saéurebildungsvermégen des Pilzes um ein Vielfaches gesteigert wird. 

Da jedoch die Durchfiihrung der unter Punkt 2 erwahnten 
Ziichtungsversuche voraussichtlich langere Zeit beanspruchen diirfte. 
so entschloB ich mich zur Veréffentlichung der Ergebnisse, die durch 
Untersuchung der unter Punkt 1 erwahnten Fragen gewonnen wurden. 
da meine bisherigen Resultate dadurch eine weitere Bestatigung er- 
fahren. Ich danke Herrr: Prof. Dr. E.G. Pringsheim fiir die Vermittlung 
der Pilzstamme, sowie den Herren Prof. Dr. G. Klein, Prof. Dr. 
E. Pribram (Kralsche Sammlung) und Prof. Dr. Zapp (alle in Wien) 
fiir die Uberlassung der Pilze. 

Hinsichtlich der Methodik bei der Untersuchung der Saurebildung 
kann auf die friiheren Mitteilungen verwiesen werden. 

Die hier mitzuteilenden Untersuchungen wurden bereits im 
Jahre 1925 im pflanzenphysiologischen Institut der deutschen Uni- 


versitat in Prag durchgefiihrt. 


A. Herkunft und morphologisches Verhalten der Pilzstimme. 

Stamm I, aus der Sammlung des Pflanzenphysiologischen Instituts 
der deutschen Universitat in Prag; schon friiher konnte festgestellt werden, 
daB es sich hierbei um einen Gluconséurebildner handelt. 

Stamm II wurde gleichfalls bereits friiher verwendet, er bildet unter 
bestimmten Bedingungen ziemlich reichlich Citronenséure, unter anderen 
sehr reichlich Gluconséure. 

Stamm IIT isoliert von Kossowitz. 

Stamm IV stammt aus der Kralschen Sammlung. 

Stamm V von verschimmelten Kirschen isoliert. 

Hinsichtlich des morphologischen Verhaltens zeigte sich folgendes: 

Bei Impfung der Pilze auf feuchte Brot-Torf-Mischung konnten 
keinerlei wesentliche Unterschiede beobachtet werden; alle Pilze bildeten 
sehr reichlich Sporen. 

Bei Impfung auf Pilzagar zeigte sich die rascheste Sporenbildung 
bei Stamm II, weniger rasch bei I und V und erst ziemlich spat (fiinfter Tag) 
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trat bei IIT und IV Sporenbildung ein. Stamm IV bildete auffallend hoch 
gestielte Konidienképfchen und ein weiches, flaumiges Mycel. 

Sehr deutlich machten sich éuBere Unterschiede auf Nahrlésungen 
mit Zucker bemerkbar, wie sie fiir die mitzuteilenden Versuche verwendet 
wurden. Die StammelI und II bildeten hierbei ziemlich gleichmaBige 
Pilzdecken, wobei unter den gewahlten Bedingungen auch rasche Sporen- 
bildung eintrat, III und IV zeigten unter den gleichen Bedingungen fast 
var keine Sporenbildung. Stamm III bildete ein Mycel, das den Kolben- 
wanden nicht anliegt, sondern nach Ausbildung einer geschlossenen Pilz- 
decke sich anscheinend zusammenzieht. Stamm V zeigte das schlechteste 
Wachstum, bildete reichlich Sporen, meist ein relativ diinnes Mycel, das 
sich bald faltete und stark wellig erschien. 


B. Das Verhalten der Pilze auf Rohrzuckerlésungen ohne Gegenwart von 
Basen in erster und zweiter Kulturfliissickeit. 


In Versuchsreithe 1 wurde zunadchst die Saéurebildung durch die ver- 
schiedenen Pilze in erster Kulturfliissigkeit festgestellt und dann in zweiter 
Kulturfliissigkeit die Saurebildung in Gegenwart von Ammonnitrat unter- 
sucht, und zwar in Analogie zu Versuchsreihe 23 (s. III. Mitteilung iiber 
die Séurebildung bei Aspergillus niger); die dort eingehaltenen Bedingungen 
hatten sich als relativ giinstig fiir die Citronenséurebildung erwiesen. 
(Tabelle I; die Versuche in erster Kulturfliissigkeit sind Parallelversuche.) 























‘ 
Tabeile I. 
Versuchsnummer ... . 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
. : ‘ Niahriésung; 10°/9 Rohrzucker, 0,2°/9 NH,NOs;, 0,1% 9 KH )PO,, 
Versuchshedingung in be MB ~- S 
center Keleataasghet:| 058% Mase, bo02%/y FeCls; Plsteigeinmenge % cm. Kolben 
Pilsstemm... 2... ~“t% Co as a ee eer co; 
Analysenwerte. 
Aziditat in eem . .! 25,5 (22,3 | 47.9 | 55,4 |19,3 19,2 264 19.2 | 52 6,1 
Ca-Citrat ing ...) 6 6 0.27 0,25 6 6 6 6 0 0 
Rest d. Azid.* incem | — | — | 12,7 ;/218,/ —)/ —'— —/|}— | - 
Ca-Gluconat, ber.ing 0,53 0,46 0,26 045 04 04 0,55 04  Spuren? 
Zucker ing ... . 3,32) 2,98 3,38 30/29 2,54 2.84 3.12) 29 | 2.28 
Zuckerverbrauch ing 1,68) 2,02 1,62 2,0 21 | 246 2,16 1,88 2,1 | 2,72 
Zweite Kulturfliissigkeit . 10°/, Rohrzucker, 04%, NH,NOs; 50 com, Temperatur 35° 
Venschedauer ta Tog.) 7 112] 7 | 0217102) 7/)92|) 7! 2 
Analysenwerte. 

Pilzdecke in g . . .| 0,68) 0,71) 0,82 1,01) 1,01 1,38) 1,05) 1,24 0,55 0,61 
Aziditat in eem . . | 26,1 40,4 102.2 162,9 37,3 134 33,0 17,5 17,6 30,3 
Ca-Oxalat ing... @ a a 6 6 6 6 6 0,11 .0,22 


Ca-Citrat in g . . . Spur 0,09 0,33 0,81 0,29 Spur 0,16 Spur Spur 
Rest d. Azid.*incem 26,1 29,6 62,7 65.9 2.09134 133 17,5 ” 
Ca-Gluconat, ber.ing 0,58 0,66 1,4 148 6 OB 0,29 0,39 ” 
Zucker ing. . . . 38,08) 1,68) 2,62 1,55) 1,26 0,11 1,05 Spur 4,55 4,2 
Zuckerverbrauch ing | 1,92) 3,32) 2,38 3.45 3,74 489 395 5 0,45 08 
* Nach Umrechoung und Subtraktion der aus dem Ca-Citrat sich ergebenden Sauremenge 
von der Gesamtaziditét; die Menge des CasGluconats wurde aus dem Rest der Aziditat berechnet. 








282 K. Bernhauer : 


Ergebnisse der Versuchsreihe 1. 


1. Vergleich der Pilzdeckengewichte: Stamm V zeigt das 
schlechteste Wachstum, besseres Stamm I, gutes Wachstum die iibrige; 
Stamme. 

2. In erster Kulturfliissigkeit ist die Saiurebildung durch Stamm [| 
am gréBten; nur dieser bildet Citronensiure, Stamm V nur Spuren 
von Gluconsaure, alle iibrigen bildeten nur Gluconséure, und zwar 
in annahernd gleichen (geringen) Mengen. Die weitere Saurebildung 
wurde nicht verfolgt, da die Pilzdecken auf zweite Kulturfliissigkei: 
gebracht wurden. Oxalsaure trat nirgends auf. 


3. Mit Ausnahme von Stamm II ist die Saurebildung oder -an 
haufung in zweiter Kulturfliissigkeit bei Gegenwart von Ammonnitrat 
sehr gering. Stamm II bewahrte sich auch in zweiter Kulturfliissigkeit 
als bester Saurebildner; nur durch diesen wurden gréBere Mengen von 
Citronensaure gebildet. Ob dies daran liegt, daB dieser Pilz iiberhaupt 
mehr Citronensiure produziert oder ob er die gebildete Saure nur nicht 
gut zu verarbeiten vermag, bleibt fraglich und kénnte vielleicht durch 
Versuche entschieden werden, bei denen die Pilzdecken auf citronensaure. 
haltige Zuckerlésungen ,,iibertragen’‘ werden. Auf die Frage nach der 
, Saurebildung und -anhiufung werde ich noch in einer spiteren 
Mitteilung eingehen. 

4. Durch die gewahlten Bedingungen, die sich bei Stamm I! 
fiir die Citronensdurebildung als ziemlich giinstig erwiesen, konnten 
die anderen Pilzstimme zu keiner erheblichen Bildung von Citronen. 
siure angeregt werden. Es iiberwiegen hier die im Pilz selbst liegenden 
inneren Faktoren iiber die auBeren Einfliisse. 

5. Die Menge der gebildeten Gluconsiure iiberwiegt bei Stamm I! 
gleichfalls sehr stark gegeniiber allen anderen Stammen, obwoh! diese 
unter geeigneten Bedingungen sehr reichlich Gluconsaure bilden, wie 
sogleich gezeigt werden wird. Durch die Gegenwart von Stickstoff- 
salzen in der Kulturfliissigkeit wird demnach die Gluconsaurebildung 
sehr stark gehemmt. 

6. Stamm V verhielt sich auch in zweiter Kulturfliissigkeit ab- 
weichend von den anderen, indem er fast nur Oxalsaiure, Spuren von 
Citronensdure und gar keine Gluconsaure bildete. 

7. Den starksten Zuckerverbrauch in zweiter Kulturfliissigkeit 
zeigten die Staimme III und IV. 


C. Das Verhalten der Pilze bei Gegenwart von Ammonnitrat und Calcium- 
earbonat in zweiter Kulturflissigkeit. 


Versuchsreithe 2. Hier wurde in analoger Weise wie in Versuchsreihe 29 
(s. III. Mitteilung iiber die Saurebildung durch AspergilJus niger) verfahren. 
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Die Versuchsbedingungen gehen aus Tabelle II hervor. Hier wie in allen 


folgenden Versuchsreihen wurden je drei Parallelversuche durchgefiihrt ; 
in den Tabellen sind nur die Mittelwerte wiedergegeben. 


Tabelle II. 





-. I-13 14-16 17-19 20—22|23—25 26—28)29—31 32—34 35— 37 38—40 


Versuchspummer . . 








Erste Kulturfliissigkeit . . wie in Versuchsreihe 1 





MMM 3 «ss 04 I " mt re ae 














Zweite Kulturfliissigkeit . 50 ccm; 10°/9 Rohrzucker, 0,4°/) NH,NO ;, 1g CaCO3; Temp. 35° 





Versuchsdauer in Tagen. 4 yi 7 OR ake 4 7? Oe" 9 
Analysenwerte. 

Piladecke in g . . . 0.87 | 0,97 | 1,23 | 1,04 | 1,28 | 1,16 | 1,30) 1,08 | 0,59 | 0,62 

Ca-Oxalat ing... 96 (|0,18 6 |Spur| 6 6 | @ Spur) @ (0,24 


Ca-Citrat ing . . . 0,22 0,18 1,25 0,41 | 0,65 0,04 | 0,43 | 0,33 | 0,09 | 0,08 
Ca-Gluconat ing. . 0,65 | 0,37 0,67 1,21 0,58 0,39 0,42 Spur! 0,58 | 0,84 
Zucker ing .... 195 6 1,76 6 (185, # 132 0 (202 4 
Zuckerverbrauching 3,05 5 324 5 315 5 3868 5 (298) 5 


Ergebnisse der Versuchsreihe 2. 


1. Auch unter den hier gewahlten, fiir die Citronensdurebildung 
ziemlich giinstigen Bedingungen vermag nur Stamm II gréBere Mengen 
von Citronensaure zu bilden (Versuche 17 bis 19), doch zeigt sich auch 
bei den anderen Stammen, daB unter den gewahlten Bedingungen 
eine gewisse Tendenz zur Bildung von Citronensaure vorliegt, wie ein 
Vergleich mit Versuchsreihe 4 zeigt. 

2. Bei Gegenwart von Stickstoff in der Kulturfliissigkeit bilden 
alle Pilze, obgleich Calciumcarbonat vorhanden ist, nur geringe Mengen 
von Gluconsaure; gréBere Mengen treten nur in den Versuchen 20 
bis 22 auf. Nur in den diesen vorangehenden Versuchen wurden 
gréBere Mengen von Citronensiure gebildet. Dieses Ergebnis scheint 
darauf hinzudeuten, da8 wahrend der Citronensiurebildung Verbrauch 
oder Umwandlung der Stickstoffquelle stattfindet und erst hernach 
die Gluconsaurebildung vor sich gehen kann. Das gleiche Ergebnis 
zeigt sich beispielsweise auch sehr deutlich in Versuchsreihe 17 (s. dritte 
Mitteilung iiber die Saurebildung bei Aspergillus niger}. Dieses Resultat 
wird in anderem Zusammenhang und unter Beriicksichtigung des Stick- 
stoffumsatzes noch weiter verfolgt (Mycelwachstum scheint hierbei 
nicht in wesentlichem MaBe stattzufinden). 

3. Der Zuckerverbrauch ist bei Gegenwart von Stickstoffsalzen 
in der Kulturfliissigkeit sehr rasch; am 7. Tage der Kulturdauer (in 
zweiter Kulturfliissigkeit) war nirgends mehr eine Spur von Zucker 
vorhanden. 
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D. Das Verhalten der Pilzstimme in zweiter Kulturflissigkeit 
bei Abwesenheit von Stickstoffsalzen. 


In Versuchsreihe 3 wurde in Analogie zu der Versuchsreihe 30 (III. Mit. 
teilung tiber die Saéurebildung bei Aspergillus niger) in zweiter Kultur- 
fliissigkeit Calciumcarbonat zugesetzt, und zwar bei Abwesenheit von 
Ammonnitrat; die eingehaltenen Bedingungen waren nach den friihe: 
gemachten Erfahrungen fiir die Bildung von Gluconséure  giinstig 
(Tabelle ITI). 

In Versuchsreihe 4 wurden die Bedingungen gema8 den Versuchs- 
reihen 7, 8 usw. der zweiten Mitteilung iiber die Saurebildung durch 
Aspergillus niger gewahlt, demnach in anfangs alkalischer Kulturfliissigke:t 
(CaO) gearbeitet (Tabelle IIJ). In diesen Versuchsreihen wurden ebenso 
wie in der vorigen je drei Parallelversuche durchgefiihrt; in den Tabellen 
sind die Mittelwerte wiedergegeben. 























Tabelle III. 
Versuchsnummer .... 41—43 44—46 47—49 50—52 53—55 56—58 59—61 62—64 65—67 68—70 
Versuchsreihe ...... 3 4 
Erste Kulturfliissigkeit . . wie it Versuchsreihe 1 
Pilzstamm. ...-.. riolm@fi/wivi:falmftwtly 
Zweite Kulturfliifsigkeit . | 50ccm; 10°/) Rohrzucker, Versuchsdauer 7 Tage; Temperatur 35° 
ES LS re 1 g wens J 03¢ CaO 
Analysenwerte. 
Pilzdecke ing . . . 9,65 0,92 0,95 1,11/0,48 0,63) 0,86 0,94 1,05 0,55 
Aziditat in cem .. 6 81,45 6 17,57 : 83,05 92,64 73,47 237.5 68,14 
Ca-Oxalat ing. . . | 0,37 | 0,20 @ | 0,65 0,82 6 6 0,92} 6 
Ca-Citrat ing . . 0,07 0,81 0,11! 0,07 0.05 6 0,09) 0.17 0,26) 6 
Ca-Gluconat, ber. ing — | 848 — | 25 1,3 | 3,7 | 3,583,88(7) 3.9 
best. te 2.9 3,02 2,14) 2,25 3.27 1,29, 3,35, 295 — 3,32 
Zucker > Pe 1,38 0,72 0.71 0.57 1,79 19 1,47 1,25 081) 1.5 
Zuckerverbrauch in g 3,62 4,28 4.29 443321 31 3,53 3,75 419 35 


Ergebnisse der Versuchsreihen 3 und 4. 


1. Unter den gewahlten Bedingungen bilden alle Pilzstimme 
reichlich Gluconsaure. 


2. Die Citronenséurebildung ist hierbei zumeist fast véllig unter- 
bunden und erreicht nur bei Stamm II héhere Werte; aber nur bei 
Gegenwart von Calciumcarbonat (Versuche 44 bis 46), wahrend bei 
anfangs alkalischer Reaktion auch dieser Stamm nur Spuren von 
Citronensaure bildet. 


3. Die Menge von Ca-Oxalat kann insbesondere bei alkalischer 
Reaktion recht erhebliche Werte erreichen, doch verhalten sich auch 
hierbei die einzelnen Stamme recht verschieden. 
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4. Der Zuckerverbrauch entspricht fast durchweg den jeweils 
yebildeten Sauremengen. 


E. Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse. 


1. Die Stimmel und V_ kénnen als _ ,,Gluconsdurebildner® an- 
gesehen werden, da sie unter keinen Bedingungen erhebliche Mengen 
von Citronensiure zu bilden vermégen, stets tiberwiegt weitaus die 
Gluconsaurebildung. 


2. Nur Stamm II stellt einen relativ guten ,,Citronensdurebildner* 
dar, wahrend die Stamme III und IV als Ubergangstypen anzusehen 
sind, da sie unter giinstigen Bedingungen fiir die Citronensaurebildung 
annahernd gleiche Mengen von Citronen- und Gluconsaéure bilden. 


3. Die bisher gemachten Erfahrungen tiber die Bedingungen der 
jeweiligen Saurebildung kénnen auch durch die Feststellungen bei 
verschiedenen Pilzen bestatigt werden, und zwar: 


a) Bedeutende Mengen von Gluconséure werden von allen Pilzen 
bei Abwesenheit von Stickstoffsalzen in der Ratbeatnasignett und 
Gegenwart von CaCO, oder CaC gebildet. : 


b) Die Citronensaurebildung erreicht nur bei Gegenwart von 
Stickstoffsalzen héhere Werte. Auch bei Pilzen, die keine erheblichen 
Mengen von Citronenséure zu bilden vermégen, liegt unter diesen 
Bedingungen eine deutliche Tendenz zur Citronensaurebildung vor. 
Die Bildung von Gluconsaure ist hierbei auch bei den ,,Gluconsaéure- 
bildnern* sehr stark gehemmt. 


4. Die durchgefiihrten Versuche zeigen mithin, wieweit innere 
und wieweit auBere Faktoren fiir die Saurebildung mabgebend sind. 
Wahrend fiir die Bedeutung der auBeren Faktoren bereits eine ganze 
Reihe wichtiger Beziehungen durch die bisherigen Untersuchungen 
aufgefunden worden sind, miissen nun durch die bereits in der Ein- 
leitung erwahnten weiteren Versuche die fiir die inneren Faktoren 
maBgebenden Einfliisse noch eingehender untersucht werden. 


Anhangsweise sei hier noch darauf hingewiesen, daB wohl so gut 
wie alle saurebildenden Aspergillaceen auch Gluconsiure zu_bilden 
vermégen, wie auch einige Versuche mit Penicillium italicum, P. glaucum, 
P. luteum, P. africanum, Citromyces glaber, C. Pfefferianus usw. 
zeigten, und wie auch Falck und Kapur (10) (1924) sowie Butke- 
witsch (11) (1927) fiir eine Reihe von Pilzen feststellen konnten. Die 
Gluconsaurebildung stellt demnach einen sehr weit verbreiteten Vorgang 
beim oxydativen Angriff des Zuckermolekiils durch Mycelpilze dar. 
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Uber die Saurebildung durch Aspergillus niger. 


IV. Mitteilung: 
Die Bedeutung der Mycelentwicklung fiir die Siurebildung. 


Von 
K. Bernhauer. 
(Zum Teil mitbearbeitet von F’. Duda.) 


(Aus der biochemischen Abteilung des chemischen Instituts 
der deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 12. April 1928.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


In Fortsetzung meiner Untersuchungen zur Klarung der Be- 
dingungen der Saurebildung bei Aspergillus niger’ wurde hier eine 
Anzahl von Versuchsreihen im AnschluB an die Ergebnisse der dritten 
Mitteilung durchgefiihrt. Bereits dort stellte ich fest, daB eine be- 
stimmte Beziehung zwischen der Qualitat und Quantitaét der zur 
Mycelentwicklung verwendeten Stickstoffquelle und der Saurebildung 
durch die betreffenden Pilzdecken besteht. So erfolgte intensivere 
Bildung von Citronensaéure in Gegenwart von CaCQ, nur bei Anwesen- 
heit einer bestimmten Stickstoffmenge oder durch Pilzdecken, die 
mittels einer entsprechenden Stickstoffmenge zur Entwicklung ge- 
langten. Sonst iiberwog zunichst weitaus die Gluconsaurebildung, 
und erst nach lingerer Kulturdauer trat auch Citronensaurebildung ein. 

Bevor jedoch die eingehendere Untersuchung dieser Beziehung 
durchgefiihrt werden konnte, muBten noch gréBere Erfahrungen unter 
Heranziehung weiterer Stickstoffquellen gesammelt und so die Grund- 
lage fiir die weiteren Untersuchungen erweitert werden. 

In analoger Weise wie in der vorhergehenden Mitteilung die Be- 
deutung von Pepton als Stickstoffquelle untersucht wurde, wurden 
hier die Pilzdecken mittels verschiedener Mengen von Ammonphosphat, 
Ammonnitrat, Ammonsulfat und Kaliumnitrat zur Entwicklung ge- 
bracht und die Saurebildung durch derartige Pilzdecken bei verschiedenen 
Temperaturen festgestellt. Weiterhin wurde die Bedeutung von Reiz- 


1 K. Bernhauer, diese Zeitschr. 172, 296, 313, 324, 1926. 
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stoffen fiir die Ausbildung der Pilzdecken und deren Saurebildunys. 
vermégen untersucht und schlieBlich noch ein direkter Vergleich einer 
Anzahl von Stickstoffverbindungen unter einheitlichen Bedingungen 
durchgefihrt. 

Ich hielt die Entscheidung der aufgeworfenen Fragen von grolier 
prinzipieller Bedeutung, da dadurch eine exakte Grundlage fiir das 
weitere Studium der Citronensaurebildung geschaffen ist. 


Die Durchfithrung der Versuche erfolgte in analoger Weise wie in Mit- 
teilung III: In Erlenmeyerkolben von 300 cem Inhalt wurden je 50 ceim 
Nahrlésung (10°, Rohrzucker, 0,1°% KH,PO,, 0,05% MgS0O,,  ver- 
schiedene Stickstoffquellen) mit Sporenemulsion von Aspergillus niger 
(Stamm IT) angeimpft. Die Entwicklung der Pilzdecken erfolgte stets bei 
35°; nach 4 Tagen waren die Pilzdecken geniigend entwickelt, und nun 
wurde die erste Kulturfliissigkeit in bekannter Weise durch die zweite 
ersetzt (50 ccm 10% iger Rohrzuckerlésung, meist mit etwa 3g CaCO.) 
und auf dieser die Pilzdecken bei bestimmter Temperatur belassen. Im 
iibrigen wurde in gleicher Weise wie bisher vorgegangen. 


A. Versuche mit Ammonphosphat als Stickstoffquelle. 


Versuchsreihen 37 bis 40. Versuchstemperaturen zwischen 12 und 35°, 
jeweils aus den Tabellen ersichtlich. Verwendung verschiedener Mengen 
von Diammoniummonohydrophosphat zur Entwicklung der Pilzdecken. 
Versuchsdauer in zweiter Kulturfliissigkeit 5 Tage. Das verwendete Ammon- 
phosphat wag ein alteres Mercksches Préparat ohne genauere Bezeichnung ; 
die N-Analyse desselben (Mikro-Dumas) ergab Werte, die fiir das Di- 
ammonium-Monohydrophosphat sprachen. Alle vier Versuchsreihen 
wurden zu gleicher Zeit und unter méglichst gleichmaéBigen Bedingungen 


durchgefiihrt, und zwar je drei Parallelversuche zur Feststellung der Grobe 


der Versuchsschwankungen. In den betreffenden Tabellen (I bis IV) sind 
alle Analysenwerte angefiihrt, um das Ausma8 der Versuchsschwankungen 


wiederzugeben. Die Abhangigkeit der Séurebildung von der Temperatur 


und Quantitét der N-Quelle ist am besten aus der Abb. | ersichtlich. 





35; } 
A aS Balew 
' ve! a ING 

‘01 / \ ~ — -la-Oirrer 

79° \\ jm — = (0-Gluconat 

















90507 ae 06 RINK HPC, 12 





Co 











289 


BV. 


Séurebildung durch Aspergillus niger. 
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Séurebildung durch Aspergillus niger. IV. 291 


Ergebnisse der Versuchsreihen 37 bis 40. 


1. Hinsichtlich der Gluconsdurebildung kénnen die bisherigen 
Ergebnisse bestatigt werden. Aus der Kurvenabbildung | geht sehr 
deutlich hervor, wie sich das Maximum der jeweils gebildeten Glucon- 
siuremenge in Abhangigkeit von Mycelgewicht und Temperatur ver- 
schiebt, indem z. B. bei tieferer Temperatur (12 bis 14°) Pilzdecken 
von etwa 1,4 g (Versuche 170 bis 172) in gleichen Zeiten die grébte 
Menge von Ca-Gluconat bilden, wahrend bei 35° Pilzdecken von 0,2 
bis 0.4 g in gleichen Zeiten die gréBten Gluconsiuremengen anhiufen. 


2. Citronensturebildung erfolgte in gleichen Zeiten nur durch 
relativ schwere Pilzdecken, und zwar auch nur bei héheren Tempera- 
turen (30 bis 35°). Hierbei fand sich wenig Gluconsaure in den Kultur- 
fliissigkeiten; diese wird unter den eingehaltenen Bedingungen ent- 
weder nur in geringer Menge gebildet oder aber nicht angehauft, sondern 
rasch in Citronensiure umgewandelt. 

3. Auffallend erscheint das iiberaus tippige VW ycelwachstum bei 
den in Frage stehenden Versuchen; zum Teil sind die hohen Pilzdecken- 
gewichte durch den Zuwachs in der zweiten Kulturfliissigkeit bedingt. 
Ein ganz brauchbares MaB fiir die Intensitat des Mycelzuwachses in 
zweiter Kulturfliissigkeit ergibt der Vergleich der in Versuchen bei 
héherer Temperatur gefundenen Mycelgewichte mit solchen bei 12 
bis 14° (Versuchsreihe 37); denn alle Kulturen wurden, wie erwahnt, 
zunichst in erster Kulturfliissigkeit bei 35° zur Entwicklung gebracht. 
Da das Wachstum bei 12 bis 14° nur gering ist, so kénnen, die in Ver- 
suchsreihe 37 gefundenen Mycelgewichte als Ma fiir die Mycel- 
entwicklung in erster Kulturfliissigkeit und somit jeweils zum Vergleich 
mit den entsprechenden Versuchen der anderen Reihen (38 bis 40) 
dienen. Auf Grund des Vergleichs sind in den Tabellen II bis IV die 
Werte fiir den Mycelzuwachs in zweiter Kulturfliissigkeit berechnet; 
diese Werte geben anniherungsweise ein Bild iiber diesen Zuwachs, 
der in Abhangigkeit von der Temperatur und dem urspriinglichen 
Stickstoffzusatz recht verschieden und im allgemeinen bemerkenswerter- 
weise auffallend groB ist. Zugleich geben diese Werte tiber einen Teil 
des Zuckerverbrauchs einigen Aufschlub. 


4. In Zusammenhang mit dem tippigen Weiterwachstum der Pilz- 
decken steht auch der intensive Zuckerverbrauch. Auber fiir die Saure- 
bildung und das weitere Mycelwachstum wird hierbei durch die stark 
entwickelten Pilzdecken ein recht betrichtlicher Teil des Zuckers zu 
CO, verbrannt. Dieser Effekt steht in Ubereinstimmung mit friiheren 
Erfahrungen tiber den intensiven Zuckerverbrauch durch sehr tippig 
entwickelte Pilzdecken. Ob hierbei auch ein spezifischer EinfluB des 
Phosphations vorliegt, bleibt noch zweifelhaft. 
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B. Versuche mit Ammonnitrat als Stickstoffquelle. 


Versuchsreihen 41 bis 43. Versuchstemperaturen zwischen 19 und 35°. 
Verwendung verschiedener Mengen Ammon. 
Versuchsdauer in zweiter Kultvr- 


aus den Tabellen ersichtlich. 
nitrat zur Entwicklung der Pilzdecken. 
fliissigkeit 5 Tage. In den Tabellen V bis VII sind nur die Mittelwerte der 
Analysen je dreier Versuche wiedergegeben; das Ausmaf der Versuclis- 
schwankungen war nicht erheblich gréSer als in den vorhergehenden 


Versuchsreihen. 


Tabelle V. 


Versuchsreihe 41: Versuche mit Ammonnitrat bei 19 bis 


22°. 





Versuchsnummer....... 
NH,NOsg ta %g .-.-..-. 


Pilzdecke in g . 

CaO in g : 

Ca-Citrat in g . 

Ca-Gluconat, ber. in g . 
best. ing . 

Zucker ing . : 

Zuckerverbrauch in g. 


Versuchsreihe 42: 


s 


0,025 0,05 0,1 


ip une 
0,23 0,33 0,44 
0,29 0,31 0,327 
0 0 ( 29 
2,32 2.48 2.62 
2.19 2,12 2.45 
2.61 2.14 2.29 
239 | 2,86 2,71 


Tabelle VI. 


221—223 224—226 227—229 230—232 


0,2 


233—235 23%—23s 


04 


Versuche mit Ammonnitrat bei 30°. 
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Versuchsnummer ....... 239—241 242—244 245—247 





248—250 251-253 254—2%6 
SUSE, DOG, Oe Mg 2 wes tes 0,025 0.05 01 0,2 04 08 
Analysenwerte 
Pilzdecke in g . . 0,26 040 | 0,91 1,24 0,96 0,93 
CaO in g . 0.304 0422 0,359 0,275 0,303 0,289 
Ca-Citrat ing .... 0 0 0,71 1,48 1,53 1,45 
Ca-Gluconat, ber. in g 2.43 3,38 2,87 2,20 2,42 2.31 
best. ing . 2,55 3,09 2.61 2,15 2,36 2,15 
Zue ker ing.. j 2,32 1,76 0,82 1,1 0,73 0,71 
Zuckerverbrauch in g. 2,68 324 4,18 3,9 4,27 4,29 
Tabelle VII. 

Versuchsreihe 43: Versuche mit Ammonnitrat bei 35°. 
Versuchsnummer ...... . 257-259 260—262 | 263-265 266-268 260-271 272—274 
NH,NO, ie %, ...... 0,025 005 =| (OI 0,2 04 08 
PE Finn ce ae 44 © 0,009 0,018 0,036 0,072 0.14 0,28 

Analysenwerte 
Pilzdecke in g . 0,27 0,56 0,88 1,25 0,90 0,97 
CaO in g 0347 0452 0277 O189 O172 0,140 
Ca-Citrat in g 0 0 9,68 1,29 1,39 2,20 
Ca-Gluconat, ber. in rt 2,78 3,62 2,22 1,51 1,38 1,12 
o best. in g . 2.65 3,45 2,19 1,33 1,27 1,07 
Zucker ing. . 2.14 1,59 1,05 1,04 0,72 0,58 
Zuckerverbrauch in g. 2.86 3,41 3,95 3,96 4.28 4,42 
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Ergebnisse der Versuchsreihen 41 bis 43. 


1. Im allgemeinen ergibt sich hier dasselbe Bild wie in den analogen 
bisherigen Versuchsreihen, nur daB bei Pilzdecken, die mittels Ammon- 
nitrat zur Entwicklung kamen, die Tendenz zur Citronensaurebildung 
starker ausgepragt zu sein scheint, insbesondere, wenn man hierbei die 
Mycelgewichte beriicksichtigt. Annahernd gleiche Citronensiuremengen 
wurden bei Verwendung von Ammonphosphat als Stickstoffquelle 
nur durch relativ sehr schwere Pilzdecken gebildet, dagegen durch 
relativ leichte, wenn diese mit Ammonnitrat zur Ausbildung kamen. 
Dab es sich dabei wohl mehr um eine Frage der Citronensiurebildung 
handeln muB und weniger um deren Anhaufung, bedarf wohl keiner 
Diskussion. 

2. Durch Stickstoffgaben von 0,2 °, Ammonnitrat wurden 
schwerere Pilzdecken entwickelt als durch 0,4 oder 0,8°,. Pilzdecken, 
die mit diesen Stickstoffmengen zur Entwicklung kamen, haben ein 
annihernd gleiches Mycelgewicht als solche, die mit 0,1°, Ammon- 
nitrat ausgebildet wurden. Beim Vergleich derartiger, annahernd 
gleich schwerer Pilzdecken zeigt sich kein sehr groBber Unterschied 
hinsichtlich der Glyconsaurebildung, dagegen ein sehr verschiedenes 
Verhalten hinsichtlich der Citronpnsiurebildung. Die mittels der 
reichlichen Stickstoffgaben zur Entwicklung gebrachten Pilzdecken 
bildeten bedeutend mehr Citronensdure als die anderen; dies zeigte 
sich besonders in Versuchen bei 30 und 35°. 

3. Diinne Pilzdecken bildeten auch hier bis zu dem verwendeten 
Zeitpunkt fast durchweg nur Gluconsaure. 


C. Versuche mit Ammonsulfat als Stickstoffquelle. 


Versuchsreihe 44. Versuchsbedingungen aus Tabelle VIII ersichtlich. 
Ebenso wie in den Versuchsreihen mit Ammonnitrat sind auch hier nur die 
Mittelwerte der Analysen je dreier Versuche mitgeteilt. 


Tabelle VIII. 
Versuchsreihe 44: Versuche mit (NH,),SO, bei 35°. 





Versuchsnummer .. =... . 275-277 ©: 278280 © -281—283 = -284—286  —-287—289 
(NH,)gSO, in J... ~~. 0,05 0,1 0,25 05 1 
Stickstoff in %........ 0,01 002 | 0,05 0.11 0,22 
| 
Analysenwerte 

Piladecke ing ..... 0,28 | 0,74 1,02 1,48 2,52 
Ps 6 se nk 0,386 | 0,49 0,435 0,343 0,15 
Ca-Citrat ing ..... 0 , O 0,43 1,05 1,43 
Ca-Gluconat, ber. in g . 3,09 3,92 3,48 2,74 1,20 

a best. ing. 2,97 | 368 3.25 2.48 0,92 
Zucker ing ..... ‘ 1,96 | 1,30 1,13 1,02 0,32 
Zuckerverbrauch in g. . 3,04 3,70 3,87 3,98 4,68 
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Ergebnisse der Versuchsreihe 44. 


1. Pilzdecken, die mittels Ammonsulfat als Stickstoffquelle zur 
Entwicklung kamen, zeigten eine sehr deutliche Tendenz zur Glucop. 
saurebildung. 

2. Die Citronensdurebildung war im allgemeinen etwas geringer 
als bei Entwicklung der Pilzdecken mittels Ammonnitrat. 


3. Im tibrigen sind die Verhaltnisse analog den bisherigen Er. 
gebnissen. 


D. Versuche mit Kaliumnitrat als Stickstoffquelle. 


Versuchsreihe 45. Versuchsbedingungen aus Tabelle IX ersichtlich. 
Im iibrigen wie bisher. 





Tabelle IX. 

Versuchsreihe 45: Versuche mit KNO, bei 35°. 
Versuchsnummer...... . 290—292 293—295 206-298 290-301 ‘| 302— 304 
ME SA, Use os 0,05 0,1 0,25 0,5 1 
Stickstol¥ in 9/,......4-2-. 0,007 0,014 0,035 0,07 0,14 

Analysenwerte 

Pilzdecke ing ..... 9,21 0,32 0,38 0,87 0,82 
34° Serre 6,289 0,371 0,386 0176 | 0,148 
Ca-Citrdt ing... .. 0 0 0,18 1,30 | 1,84 
Ca-Gluconat. ber. in g 2,31 2,97 3,09 141 | 1,18 

Z best. ing . 2,17 2,92 2.89 1,29 | 0,95 
ee ee eee 2,95 1,92 1,76 1,35 | 0,73 
Zuckerverbrauch in g. . 2.05 3,08 3,24 3,65 | 4,27 


Ergebnisse der Versuchsreihe 45. 


Die mittels Kaliumnitrat als Stickstoffquelle zur Entwicklung 
gebrachten Pilzdecken hatten nur ein relativ geringes Mycelgewicht 
und zeigten analog den mit Ammonnitrat gewachsenen eine deutliche 
Tendenz zur Citronensaurebildung. 


E. Versuche mit Wachstumsreizstoffen zur Entwicklung der Pilzdecken. 


Nach den bisherigen Versuchen erwiesen sich Pilzdecken, die mittels 
Ammonnitrat zur Entwicklung gebracht wurden, als am wirksamsten 
hinsichtlich der Citronensaurebildung. Es wurde nun weiterhin unter- 
sucht, ob durch Verwendung verschiedener Wachstumsreizstoffe noch 
besser wirksame Pilzdecken herangezogen werden kénnen. In den 
Versuchsreihen 46 bis 50 wurden derartige Versuche mit Zinksulfat, 
Eisenchlorid, Mangansulfat durchgefiihrt. 


1. Zn als Wachstumsreizstoff. 


Versuchsreihen 46 bis 48. Die Pilzdecken wurden mittels Ammonnitrat 
als Stickstoffquelle in den aus der Tabelle ersichtlichen Konzentrationen 
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sowie Zusatz von 0,005°% Zinksulfat zur Entwicklung gebracht und he; 
Temperaturen zwischen 16 und 35° auf die zweite Kulturfliissigkeit 5 Tave 
lang einwirken gelassen (Tabelle X). 


Ergebnisse der Versuchsreihen 46 bis 48. 


l. Die bei Verwendung von Zinksulfat entwickelten Pilzdecken waren 
fast vollig sporenlos; die Reizwirkung auf das Mycelwachstum ist aus dem 
Vergleich mit den analogen Versuchen der Versuchsreihen 41 bis 43 zu 
ersehen. Nach der Auswechslung der Kulturfliissigkeit waren die Pilzdecken 
zum Teil submers. Die Séurebildung durch dieses Mycel war ganz allgemein 
geringer als bei normal entwickelten Pilzdecken. 

2. Der Zuckerverbrauch war hier sehr lebhaft, hierbei kam es aber 
auch bei relativ diinnen Pilzdecken zu keiner sehr erheblichen Gluconséur: 
bildung; die Citronenséurebildung war im allgemeinen gleichfalls bedeuten« 
geringer. 

3. Die mittels Zinksulfat entwickelten Pilze haben im allgemeinen eine 
starke Tendenz zur vollstandigen Verbrennung des Zuckers und nur geringes 
Vermégen zur Séurebildung bzw. -anhéufung. 


2. Fe und Mn als Wachstumsreizstoffe. 


In den Versuchsreihen 49 bis 50 wurde der EinfluB von 0,005°, Eisen- 
chlorid und 0,005°, Mangansulfat auf die Ausbildung der Pilzdecken und 
auf deren Séurebildungsvermégen festgestellt. Versuchstemperatur 35°, 
Versuchsdauer 2 bis 12 Tage, Verwendung verschiedengr Konzentrationen 
von Ammonnitrat (Tabellen XI und XIT). 


Ergebnisse der Versuchsreihen 49 bis 50. 


1. Hinsichtlich des Mycelwachstums zeigte sich zunéchst keine sehr 
erhebliche direkte Reizwirkung, aber ein sehr lebhaftes weiteres Wachstum 
in zweiter Kulturfliissigkeit, insbesondere bei Verwendung von Mangan- 
sulfat (vgl. z. B. die Versuche 379, 380 oder 385, 386 mit 269 bis 271). 

2. Pilzdecken, die in Gegenwart von Mangansulfat zur Entwicklung 
kamen, hatten ein starkeres Vermégen zur Citronenséurebildung als golche, 
bei denen Eisenchlorid verwendet wurde. 

3. Die Saéurebildung ist hier im allgemeinen nicht sehr erhéht gegen- 
iiber der Séurebildung durch Pilzdecken, die ohne Wachstumsreizstoffe 
zur Entwicklung kamen. Mittels Mangansulfat ausgebildete Pilzdecken 
zeigten aber ein ,,gesundes“ Aussehen und hatten ziemlich reichlich Sporen, 
wihrend die ohne Mangansulfat mittels Ammonnitrat zur Entwicklung 
gebrachten meist ein ,,ungesundes*‘ Aussehen und keine Sporen besitzen. 

Zusammenfassend 14Bt sich daher sagen, daB Pilzdecken, die mittels 
Ammonnitrat als Stickstoffquelle und Mangansulfat als Wachstumsreizstoff 
zur Entwicklung gebracht wurden, fiir die Citronenséurebildung am besten 
geeignet erscheinen ; worin die giinstige Wirkung des Ammonnitrats besteht, 
14B8t sich allerdings noch nicht sagen. 


F. Bisherige Ergebnisse. 


Obwohl die bisher durchgefiihrten Versuche nicht in einer einzigen 
Versuchsreihe, also unter vdéllig gleichmaBigen Bedingungen durch- 
gefiihrt werden konnten, erméglichen die gewonnenen Ergebnisse 
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doch einen ganz guten Vergleich des Einflusses der einzelnen Faktoren 
auf die Saurebildung. In diesem Sinne sollen die erhaltenen Resultate 
in Erganzung der friiheren Mitteilungen zusammengefaBt werden. 


Bevor auf die Diskussion des Einflusses der zu untersuchenden 
Faktoren auf die Mycelentwicklung und dadurch Saurebildung ein- 
gegangen wird, soll noch zuvor der Einfluf der Temperatur auf die 
Sdurebildung in zweiter Kulturfliissigkeit besprochen werden. Un- 
abhangig von der verwendeten Stickstoffquelle zeigte sich, dab in 
Ubereinstimmung mit friiheren Befunden die Citronensiurebildung 
bei der gewahlten Versuchsanordnung nur bei héheren Temperaturen 
intensiver verlauft; 30 bis 35° erwiesen sich am _ giinstigsten. Bei 
tieferen Temperaturen wurde in der gleichen Zeit (bis zum 5. Tage) 
iiberall fast ausschlieBlich nur Gluconséure gebildet. Das Optimum 
fiir die Gluconsaurebildung liegt jedoch gleichfalls bei etwa 30 bis 35°, 
doch findet hierbei auch rascherer Abbau der gebildeten Gluconsiure 
in Citronensaure statt. 

Hinsichtlich der eigentlichen Fragestellung laBt sich sagen, dab 
dié Bedingungen der Mycelentwicklung in erster Kulturfliissigkeit 
fiir die Saurebildung in zweiter von grober Bedeutung sind. Zur Unter- 
suchung kam insbesondere der EinfluB8 der Stickstoffquelle in quali- 
tativer wie quantitutiver Hinsicht. 

Mycelentwicklung. Die Pilzdeckengewichte sind natiirlicherweise 
zumeist um so gréber, je héher die verwendete Stickstoffkonzentration 
war; doch machten sich hier recht bedeutende spezifische Einfliisse 
geltend. 


Ammonphosphat wirkte am intensivsten hinsichtlich der Mycel- 
entwicklung; bemerkenswert ist hierbei der auffallend starke Mycel- 
zuwachs in zweiter Kulturfliissigkeit bei héheren Temperaturen. 

Bei Verwendung von Ammonnitrat wurden weitaus nicht so 
kraftige Pilzdecken erzielt, wie bei Ammonphosphat. Mit steigenden 
Stickstoffmengen nahmen die Pilzdeckengewichte nur bis etwa 0.2°, 
Ammonnitrat (entsprechend 0,07°, N) zu, bei Darbietung gréberer 
Mengen war das Mycelwachstum wieder geringer. 

Mittels Ammonsulfat zur Entwicklung gebrachte Pilzdecken 
zeigten eine dauernde Zunahme des Mycelgewichts in Abhangigkeit 
von der dargebotenen Menge Ammonsulfat; auch hier wurden jedoch 
nicht die hohen Pilzernten erzielt, wie bei Verwendung von Ammon- 


phosphat. 
Kaliumnitrat hatte durchweg auf die Ausbildung der Pilzdecken 


den geringsten EinfluB; auch hier trat tiber einen N-Gehalt von 0,07 °, 
hinaus keine Erhéhung des Mycelgewichts ein. 
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Hinsichtlich des Einflusses der Starke des Mycels auf die Saure. 
bildung laBt sich im allgemeinen sagen, daB die Citronensaurebilduny 
bis zu einem gewissen Grade durch kraftige Pilzdecken unter den ein. 
gehaltenen Bedingungen gréBer ist als durch schwache. Unabhingig 
von der Intensitat der Mycelentwicklung traten jedoch, in Abhangigkeit 
von der jeweils verwendeten N-Quelle, spezifische Einfliisse hervor 
Die zur Aushildung der Pilzdecken verwendeten Stickstoffquellen 
erwiesen sich in qualitativer wie in quantitativer Hinsicht von Einflut) 
auf die Intensitat und Richtung der Saurebildung. 


Bei der folgenden Diskussion der Ergebnisse in dieser Richtuny 
wurde Ammonphosphat ausgeschaltet, da die betreffenden Versuchs- 
reihen etwa 1 Jahr friiher durchgefiihrt wurden und daher keinen 
direkten Vergleich mit den anderen erméglichen, und da hierbei auBer- 
dem spezifische Einfliisse vorzuliegen scheinen, worauf bereits hin- 
gewiesen wurde. Aus Ahnlichen Griinden sind die Versuche mit 
Wachstumsreizstoffen hier nicht mit diskutiert. 
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Abb. 2. 


Indirekter EinfluB der Stickstofjquelle auf die Sdurebildung. 


a) In quantitativer Hinsicht. Vergleicht man die bei gleichen 
Temperaturen mit den verschiedenen N-Quellen gewonnenen Ergebnisse. 
so erweist sich die Gluconsdurebildung ziemlich unabhangig von der 
Natur der verwendeten N-Quelle, indem Pilzdecken, die mittels an- 
nahernd gleicher Stickstoffmengen zur Entwicklung kamen, auch an- 
nahernd gleiche Ca-Gluconatmengen bildeten. Das Optimum lag 
iiberall zwischen 0,01 und 0,03°, Stickstoff. Aus der Abb. 2 ist dies 
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mit groBer Klarheit ersichtlich. Es sind hierin die mittels Ammon- 
nitrat, Ammonsulfat und Kaliumnitrat bei 35° gewonnenen Ergebnisse 
wiedergegeben, und zwar ist die Abhingigkeit der Glucon- und Citronen- 
siurebildung von der zur Mycelentwicklung verwendeten N-Menge 
dargestellt. Die Optimapunkte fiir die Gluconsaurebildung sind je 
nach der verwendeten N-Quelle etwas verschieden; am giinstigsten 
erwies sich hierbei Ammonsulfat. Bei Darbietung gréferer N-Mengen 
war nach fiinftagiger Versuchsdauer die Ca-Gluconatmenge bereits 
erheblich geringer; nur mittels Ammonsulfat zur Entwicklung gebrachte 
Pilzdecken erwiesen sich auch hier fiir die Gluconsiiureanhiufung am 
giinstigsten. 


Hinsichtlich der Citronensdurebildung ist bemerkenswert, dab diese 
erst bei jenen N-Konzentrationen beginnt, die zugleich das Optimum 
der Ca-Gluconatbildung sind, also bei etwa 0,02°,, Stickstoff. Ebenso 
wie die Gluconsaiureanhaufung bei Erhéhung der N-Konzentration 
stark abfallt, steigt die Citronensdurebildung an in Abhangigkeit von 
der zur Pilzdeckenentwicklung verwendeten N-Menge. 


b) In qualitativer Hinsicht sind die bestehenden Verhaltnisse 
gleichfalls aus der Abbildung ersichtlich. Wie schon erwihnt, wirkt 
Ammonsulfat am giinstigsten fiir die Ausbildung von Pilzdecken mit 
starkem Vermégen zur Gluconsdiureanhautung; dabei ist die Citronen- 
siurebildung geringer als sonst, und so erklart sich auch die intensivere 
Anhaufung und das liangere Verbleiben des Ca-Gluconats in den Kultur- 
fliissigkeiten. Ammonnitrat und Kaliumnitrat bewahrten sich besser 
fiir die Entwicklung gut Citronensiiure bildender Pilzdecken. Die 
am 5. Tage vorhanden gewesene Menge an Ca-Gluconat war bei Ver- 
wendung dieser N-Quellen in gréBeren Konzentrationen (etwa von 
0,05 °%, N an) auch wesentlich geringer als bei Verwendung von Ammon- 
sulfat. 


G. Direkter Vergleich der einzelnen Stickstoffquellen, 


Um einen besseren Uberblick iiber die Wirksamkeit der ver- 
schiedenen N-Quellen zu erlangen, wurden noch zwei grobe Versuchs- 
reihen durchgefiihrt, die einen direkten Vergleich der einzelnen N-Quellen 
erméglichen sollten. 


1. Versuche in Gegenwart von CaCQ,. 


In Versuchsreihe 51 wurde zur Kontrolle der erhaltenen Versuchs- 
ergebnisse noch ein direkter Vergleich der einzelnen Stickstoffquellen durch- 
gefiihrt, da vielfach die Erfahrung gemacht worden war, da zu verschiedenen 
Zeiten durchgefiihrte Versuchsreihen nicht immer analoge Ergebnisse 
liefern und daher nicht direkt miteinander vergleichbar sind. 

Es wurde ein Vergleich der Wirksamkeit von Ammonnitrat (in ver- 
schiedenen Konzentrationen, sowie mit Zusatz von Mangansulfat, 
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Zu Versuchsreihe 51: 
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Versuchsnummer....... | 389 390 391 Mittel 392 393 394 «Mitte! 395 
rar ee aan | 0,5°/) Ammonpitrat <7 
Versuchsdauer ...... is a 5 Tage 8 Tage 
Analysen 
Pilzdecke in g . . 0,95 0,94 0,88 | 0,92 1,85 1,57 (1,48 1,63 0,77 0.9% 
CaO ing . ... . 0374 — (0,483 — (0,217 0,236) 0,288 — 0,379 0.47) 
Ca-Oxalat in g. rae 6 é @ 0,03 |017 0,08 — 4 "1 
Ca-Citrat in g . . 0,33 0,37 0,29 0,33 0,99 |0,89 0,77 0,72 0,41 O54 
Ca-Gluconat, ber. in ‘g 298 — |3,87 3,43 1,74 | 1,85 | 2,30 1,96 |3,03 3.78 
best. ing. — _—_-\i-— —_i/i- _— - —|- 
Zucker in ie 0,09 012 011 — a E. . 6 6 0,24 4 
Zuckerverbrauch in zg. 491 4,88 489 489 5 5 5 5 4,76 5 
* Bei der Berechnung der Mittelwerte ausgeschaltet. 
T abe lle 
Zu Versuchsreihe 51: direkter Vergleich verschiedener N-Quellen: 
Versuchsnummer. . . . . . - | (407)* 408 409 =Mittel §=410 411 (412)* Mittel 413 414 
a 0.5°/5 Ammonsulfat = 087 
Versuchsdauer ........ 5 Tage 8 Tage rw 
Analyser 
Pilzdecke in g . . 0,64 |0,79 1,07 0.93 0,82 | 0,83 208 | 083/146 1.46 
CaO in g 0,517 | 0,472 0,396 — 0,676 0,45 0,37 = 0.386 0.38 
Ca-Oxalat in g. o) a 6 6 10,25 0,18 o1 | — ” " 
Ca-Citrat in g . 029 © 0,56 (0,52 0,54 /)1,389 2,08 0,26 | 1,72) 049 0.54 
Ca-Gluconat, ber. in ‘g 413 | 3,78 |317 348/381 3,5 298 324/308 3,04 
best. in g . -- — — —i|— — 2247) — |} — - 
Zucker in e".. . | ose (0,56 015 — ) 0 ) 4 Spuren 
Zuckerverbrauch in zg. . | 408 444 °485 464 5 5 5 5 5 
* Bei der Berechnung der Mittelwerte ausgeschaltet. 
Tabelle XV. 
Zu Versuchsreihe 51: Pepton als concerns 
Versuchsnummer as oe ee : 425 426 47 Mittel “428 429 430 Mittel 
| a a a 0,54°/9 Pepton 
Vemeuhedocer es — a ee j 5 Tage 8 Tage 
Analysenwerte 
Pilzdecke in g . 0,99 | 0,67 | 0,72 | 0,79 0.85 (1,54 1,54 | 1,31 
CaO in g : 0,361 0,403/ 0,51 — | 0,338) 0218/0193 — 
Ca-Oxalat in g . 6 6 6 6 |033 024 0,32 0,29 
Ca-Citrat ing... . 0,59 /0,12 047 | 040/052 0,22 0.19 031 
Ca-Gluconat, ber. in g . ||2,89 | 3,29 | 409 | 3,78 |}2,70 1,74 1,54 1,99 
best. in e | — — — — 264 — — — 
Zucker in Ss . | 0,22 | 0,49 6 _ @ é ” -- 
Zuckerverbrauch in g. 4,78 4,51 5 476 5 5 5 5 
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xvi. 
verschiedener N-Quellen: Ammonnitrat. 
37 Mitel) 398 309 400 Mitel | (aon 402403 | Mittel (4o4)* 405 406 Mittel 
2 \mmonnitrat % 0.2% Ammonnitrat + 0,005°/,MnSO, 
Tage 8 Tage 5 Tage 8 Tage —_ 
Vser werte 
Ws 0.86 | 0,87 1,43 (149 1,32 1,22 0,52 0,71 0,89 | 0,80 | 1,35 [0,93 0,97 0,95 
47] 0407, — (0,223 0,275 0,207; — 0309 — 0,449 — § 0,229 0,363 0,256 
4 " 6 (0,20 0,35 (0,19 -- t) a a a 043 | 0,39 043 
i 104 0,66 |1,75 211 (1,61 1,82 o«¢ 112/180 1,21 | 182 |8,05 2,79 2,92 
78 325 3,45 1,78 220 (1,66 | 1,88 279 — 3,59 | 3,59 | 1,06 | 2,8 20 24 
— |1,67 2,25 (1,42 | 1,78 — | 2, 3,02 254 - |28 18 — 
’ 0,26, — 6 6 6 i] 047) «60,24 «0,29 — cy) ” “ “ 
474 483 | 5 5 5 5 4,63 4,76 4,71 4,73 5 5 5 5 
ell XIV. 
Nn: Ammonsulfat, Ammonphosphat, Kaliumnitrat. 
4 414 Mittel 416 | (417)* 418 | Mittel | 419 | 420 421 Mintel 422 | 423 424 = Mittel 
Ammohphosphat (primar) 0,5°/9 Kaliumnitrat 
5 Taye 8 Tage 5 Tage : 8 Tage a 
werte " 
6 097 18 1,06 1457 | 112 | 109/041 036/040 0,39 | 052 O88 2,05 | 1,15 
8 0.499 — (0,274 o,305 036 — (0,219 026 044 — — 0,354 0,204 — 
@ 018  o,a7 6 — 6 6 6 i] i] 0 6 a] 
4 097 067/369 122 | 352 36 |0,96 086 097 093 1,.21./142 221 1,61 
: 3.99 3,87 1/219 oa | 2,88 | 253 1,76 2,09 354 2,46 —- |}283 1638 - 
— — 2,06 oo | 286 246) — — 8382 — | 3,09 2,72 1,93 2,58 
055 — ” 0 013 | — 0,99 095.095 - 089 013 «4 _ 
445 481) 5 5 487 493 |4.01 | 4,05 405 404 411 487 5 4,66 
Tabelle XVI. 
Zu Versuchsreihe 51: Ubersicht der Glucon- und Citronensiureausbeuten. 
Stickstoffquelle (ent- Mycelgewichte Aus je 5¢ Rohrzucker gebildete 
sprechend 0,035 g N)* _Cittsiwerte) Sauren (Mittelwerte) 
a - beute, ber. aut 
Versuchs- Ca o> |“ 
canner Konzen- Zusites 5.Tec 8 Tag Gluconat Citrat $¢ Zacher 
tration Art ties | (diane om om G lucon: Citronen- 
5.Tage |8.Tage  siure saure 
° g g g x * 
395—400 0,2 NH,NOs _— 0.87 1,22 3,45 | 1,82 60,3 30 
ko 
401—406 02  NH,NO, 0. | et 10,80 095 3,59 292 id 43.08 
: ‘ 
407—412 05 (NH,).S0, — 0.93 083 348 1,72 59.5 25.4 
413—418 0,57 NH HPO, 1,3 1,09 3.37 §=3,60 59 53.06 
419—424 05 KNO, _ 039 #115 246) 161 45 26.5 
425—430 0.54 Pepton - 0.79 | 1,31 3.78 O31 66.2 5.1 
* Mit Ausnabme von A lat. 
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T abellefy V1. 
Zu Versuchsreihe 52; Vergleichende Versuchaf, saut 
——4— 
Versuchsnummer ... . 431 432 433 Mittel') 434 435 4% = Mittel 437 438 go 2 
a ae 0,2°/5 Ammonnitrat 
Vessudiedenee « ee. bck : os 5 Tage ok — 10 Tage eis: ai F Fase 
Ana ys |. 
Pilzdecke ing... 067 O88 0,67 0.74 0.79 O75 O87 OS 0.85 1.058 0.96 
Aziditat in ecem .. 115,7 106.1 1089 — 125,1 1244 121,5 — 1413 1228 133.5 
Citronensaure, ber. in g — - _ — 0,88 0.87 O85 0,87 0.99 OS6B 9.93 
Zucker ing... . 2,62; 242 259 — 159 1,81) 1,19 1,09 0.739 0.60 
Zuckerverbrauch in g 238 258 2,41 2.48 341 319 3,81 3,47 3.91 4279 4.40 
Tabelle fy VIL 
Zu Versuchsreihe 52; Ammon bulfat 
—= 
Versuchbsnummer...... . ba 450 451 Mittel 452 453 454. Mittel 455 
Pee ere 0,5°/9 Ammonsulfat . 
ee’ c's 5 a oH 8 5 Tage 7 10 Tage ; 


Analysengrerte 


Pilzdecke ing ..... 0,36 | 029 0,32 0,82 0,38; 042) 0,35 0,38 0.46 


Aziditat in ecem .... 83,7 | 81,6 | 91,5 _ 116.3 | 122.1 107.9 _- 157.3 
Ca-Citrating ..... —_i—- — _- 0,81 0,85 | 0,75 0,80 1.1 
Zucker ing ...... | 398 | 3,71| 388) — 2,84, 289) 2,95 - 2.3) 
Zuckerverbrauch ing. . 1,07) 129 1,12 1,16 2,16; 2,11 2,05; 2,11 2 6 


Tabell: Wy 1X. 
Zu Versuchsreihe 52: Kkaliw 





—_—— 


Versuchsnummer .. . . 467 468 469 = Mittel 470 471 472 Mittel 473 474 475 








a 0,5°/9 Kaliumnitrat 





Versuchsdauer ..... 5 Tage 10 Tage 15 Tage 


Analyseniwerte 
Pilzdecke ing... 0,31) 0,32 0,37 0,33) 0,35! 0,49 042/042) 0,59 O46] 04. 
Aziditat in cem . . 1243 116,0 1226 — 162.1 167,8 1708 — 2309 232.7 205.0 
Ca-Citrating ...| — | — | — | — | 1,18] 1,17] 1,1911,16) 1,62 1,63] 14 
Zucker ing .... 3,51) 3,26 330 — 225) 242 216 — 127 101] 18 
Zuckerverbrauching 1,49 1,74 1,70 1,64 2,75, 2,58 284272 3,73 399) 21 
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Vil. 
suche@f, saurer Kulturfliissigkeit: Ammonnitrat. 





438 Byyo Mittel 440 441 442 Mittel 443 444 445 Mittel 440 447 +448 Mitte! 


02°), Ammonnitrat + 0,005°/, Mangansulfat 





age 5 Tage 10 Tage 15 Tage 


LOSE 096.096 0,78 0,70 0,74 0,74 O85 0.76 0,74 0,78 0.76 O91 0,73 OS 


‘ 
22.8 $33.5 — |145,3 121.3 130.7 216.8 1553 136 — 175.5 184.8 181.3 
OS6E 0.93 0,93) — — — 1,52 1,11 095119 123 1,27 1,27 1,26 
0.738 060 — 254 283 25 — 152 1,72 182 — 1,05 095 0,95 
4.278 440 4,2 246 217 25 238 348 328 318331 395 405 4.05 402 


hell NK VIL. 
mon fulfat und Ammonphosphat. 





ittel 455 456 457 Mittel 458 450 400) Mittel 461 402 43 = Mitte 

Stara (ie faelel eh elie aeela ili, 
a ieee Rie ea eee 

'Ysetrerte 

33 8 046 046 0,42 0,45 0.29 082 0,36 0,32 - 041 036 038 
57,3 1538 1504 — 1269 1266 | 1836 — 1643 1373 

50) 1,10 1,08, 1,05 1,08 _ — _— - — 115 0,96 1,06 
231 242) 265 — 812; 295) 8367; — — 199 191 — 


3,01 3.09 3.05 


~!) 
cr 


1 269 258 235 254 188; 2.05 1,33 1, 


elle IX. 
=: Kaliumnitrat und Pepton. 





‘4 475 Mittel 476 477 478 | Mittel 479 480 4581 Mittel 482 483 454 = Mittel 














0,54°/5 Pepton 








Tage 5 Tage 10 Tage 15 Tage 

seuiwerte 

46] 044049 0,81 0,76 0,78 0,78 095 0,73 089083 0,72 069 0,77 0.73 
7 4205,0 — 117,1 93,2 1004 — 1261 1822 1475 | — 135.8 194.5 126.9 

OF 144156) — | —/| — | — 0.89 093 103095 0.95 1.36 089 1.07 


wit 183 — 1,77| 1,66 215 — 0,76 0,96 083 — 0,55 0,63 0,53 
2 


1 
2.85 314 424 404 417415 445 437 447 443 
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Tabelle XII), Ammonsulfat (0,5°,,), Ammoniwmdihydrophosphat (0,57 °, ) 


und Kaliumnitrat (0,5 °,, Tabelle XIV), sowie von Pepton (0,54 %, 
Tabelle XV) durehgefiihrt. Die Konzentrationen der Stickstoffquellen 


waren Aquivalent 0,07 °, Stickstoff fiir jeden Versuch. Nur die 
Versuche mit Ammonsulfat enthielten 0,11°, und sind daher mit den 
anderen nicht direkt vergleichbar. Es wurden stets drei Parallel- 


versuche durchgefiihrt; die Analyse erfolgte am fiinften Tage, dem 
Zeitpunkt der maximalen Gluconséureanhéufung, sowie am _ achten 
Tage, an dem das Maximum der Citronenséureanhiufung zumeist schon 
erreicht war. 

Alle 42 Versuche dieser Reihe sind zu gleicher Zeit durchgefiihrt, mit 
dem gleichen Sporenmaterial geimpft und auch sonst unter méglichst 
gleichmaéBigen Bedingungen gehalten, daher mit der erwaéhnten Ein- 
schrankung direkt miteinader vergleichbar. Die sonstigen Versuchs- 
bedingungen, sowie die Analysenwerte gehen aus den Tabellen XIIT bis XV 
hervor. 

Die Ergebnisse der Versuchsreihe 51 sind am besten aus der Zu- 
sammenstellung in Tabelle XVI ersichtlich. Im allgemeinen kénnen 
die bisher gewonnenen Ergebnisse bestatigt werden. Ammonium- 
dihydrophosphat zeigte ein anderes Verhalten als das friiher ver- 
wendete Ammoniummonohydrophosphat, da die Entwicklung der 
Pilzdecken nicht so intensiv war; die Ausbeute an Citronensaure war 
dabei am gréBten von allen hier untersuchten N-Quellen, dann folgte 
erst Ammonnitrat. Am wenigsten geeignet jiir die Bildung von Citronen- 
siure erwieseh sich wieder Pilzdecken, die mittels Pepton zur Ent- 
wicklung gelangt waren. Dafiir waren hierbei aber die gebildeten 
Gluconsiuremengen am gréBten, und zwar gréBer als dem Glucose- 
anteil des Rohrzuckers allein entsprechen wiirde; hierauf wird in einer 
spateren Mitteilung noch zuriickzukommen sein. Recht schlecht be- 
wahrte sich in dieser Versuchsreihe Kaliumnitrat. Auffallend waren 
hier ferner die vielfach sehr starken Versuchsschwankungen, die még- 
licherweise damit zusammenhangen, dafB der verwendete Pilzstamm 
seine Fahigkeit bereits zu andern begann, worauf noch zuriickzukommen 
sein wird. Die auffallend stark herausfallenden Versuche wurden daher 
von der Berechnung der Mittelwerte ausgeschaltet. Bei den meisten 
dieser stark divergierenden Versuche ist die Abweichung dadurch zu 
erklaren, daB die betreffenden Pilzdecken aus unbekannten Griinden 
viel kraftiger oder aber schwacher gewachsen sind, als die anderen. 
wie aus den Zahlen fiir die Pilzdeckengewichte hervorgeht. 


2. Versuche in saurer Kulturfliissigkeit. 


Versuchsreihe 52 wurde in analoger Weise wie Versuchsreihe 51 durch- 
gefiihrt, jedoch ohne Gegenwart von CaCO,. Alle 54 Versuche wurden 
wieder unter méglichst gleichmaéBigen Bedingungen durchgefiihrt. Die 
Analysen erfolgten am 5, 10. und 15. Tage; im iibrigen gilt das gleiche wie 
fiir Versuchsreihe 51. Die sonstigen Versuchsbedingungen, sowie die 
Analysenwerte gehen aus den Tabellen XVII bis XIX hervor. 
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Ergebnisse der Versuchsreihe 52. 


1. Die Mycelgewichte sind bei saurer Reaktion in zweiter Kultur- 
ljissigkeit bedeutend geringer, als bei Gegenwart von CaCQO,, wie ein 
‘ergleich mit Versuchsreihe 51 zeigt. 

2. Analog friiheren Erfahrungen bildet der verwendete Pilz 
Stamm II) in zweiter Kulturfliissigkeit aus reinen Zuckerlésungen 
nfangs etwas Gluconsaure und erst bei Erhéhung der Aziditat Citronen- 
jure; inzwischen verschwindet zumeist die Gluconsiure, so daB am 
\). Tage in der Regel keine solche mehr vorhanden ist. Die vorhandene 
\ziditat kann dann daher ganzlich auf Citronensdure bezogen werden, 
ie in den Tabellen angefiihrt. Oxalsiure wurde unter diesen Bedin- 
mungen nirgends gebildet. 

3. Mittels des verwendeten Pilzstammes konnten in saurer Lésung 
weitaus nicht die gleichen Citronensiuremengen erhalten werden, 
ie in Versuchen mit CaCQ,. Die Ausbeuten, berechnet auf ver- 
jrauchten Zucker, bleiben gleichfalls hinter den Ausbeuten an Citronen- 
siure in Versuchsreihe 51 stark zuriick (s. Tabelle XX). 


Tabelle XX. 


- > P ws ry . ° = 
Zu Versuchsreihe 52: Ubersicht der Citronenséureausbeuten. 














Cit . 
Stickstoffquelle Mycelgewichte asaun ont io Se bs ag yp f 
(entsprechend 0,035 g N) (Mittelgewichte) Zucker i a 
— Zusitze (Mittelwerte) : Ae 
me Quelitat 10.Tag 15.Tag 10.Tag 15.Tag 10. Tag 15. Tag 
%o g z rt g % o/, 
439 0.2 NH,NO, -- 08 0,96 0,87 0,93 25 22 
ho 
448 02 NH,NO, | 2% lows | 08 119 1,26 36 31 
| Mn Sé PI | 
456 0,5 (NH).SOQ, — 038 | 045 O8 108 40 425 
466 057 NH,H,PO, — 038 | 038 106 — | as) — 
475 O5 KNO, -- 0,42 0,49 1,16 1,56 42.7 47.4 
—-484 0,54 Pepton — 0,83 | 0,73 0,95 1,07 229 241 


4. In saurer Kulturfliissigkeit kommen die Unterschiede in der 
Wirksamkeit der einzelnen Stickstoffquellen nicht in der Weise zur 
Geltung wie in Versuchen mit CaCQO,. Im allgemeinen erwiesen sich 
unter diesen Bedingungen Ammonnitrat und Kaliumnitrat als am 
wirksamsten. Diese Ergebnisse sind natiirlich noch nicht ganz fest- 
stehend, da erst bessere allgemeine Bedingungen fiir die Saurebildung 
in saurer Kulturfliissigkeit aufgefunden werden miissen. Es ist méglich, 
daB deshalb in allen Versuchen annahernd gleiche Siuremengen ge- 
bildet wurden, weil iiberall die py in etwa gleichem Mabe limitierend 
wirkt. DaB die gebildete Sauremenge durchweg gering war, liegt woh! 
an dem niedrigen py-Maximum des Pilzstammes. 
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Anhang. 
(Spatere Versuche mit dem gleichen Pilzstamm.) 


Spater wurden zur Fortsetzung der hier eingeschlagenen Arbeitsricht unz 
noch einige Versuchsreihen durchgefiihrt, durch die eine Anzahl der in de; 
vorliegenden Mitteilung aufgeworfenen Fragen entschieden bzw. eine Anza} 
von Ergebnissen iiberpriift und weiter fortgefiihrt werden sollten. De; 
verwendete Pilzstamm erwies sich jedoch als véllig veraéndert und war fii; 
das weitere Studium der Citronenséurebildung ganz ungeeignet, da er das 
Vermdégen hierzu fast ganzlich eingebii®t hatte. Entweder lag eine Mutation 
des betreffenden Stammes vor oder eine schon friiher einsetzende De 
generation, da auch schon die Ergebnisse der Versuchsreihen 51 und 52 
mit friiher durchgefiihrten Versuchen nicht iibereinstimmen. 

Zur Illustration des Gesagten seien hier noch die Versuchsreihen 72 
und 76 mitgeteilt, die beide in gleicher Weise, aber zu verschiedenen Zeiten 
durchgefiihrt wurden ; és sollten hierbei die Befunde iiber die relativ giinstigx 
Wirkung groBer Ammonnitrat- und Kaliumnitratmengen fiir die Ausbildung 
gut Citronensdéure bildender Pilzdecken durch weitere Versuche erginzt 
werden. Die Versuchsanordnung war analog den betreffenden friiheren 
Versuchen und geht aus der Tabelle XXI hervor. Bei der Analyse wurden 
je drei Versuche vereinigt und gemeinsam aufgearbeitet. In der Tabelle 
sind die fiir einen Einzelversuch berechneten Werte wiedergegeben. Auf die 
Mitteilung der Analysenwerte der Versuchsreihe 76 kann verzichtet werden, 
da sie das gleiche ergab wie Versuchsreihe 72. 














Tabelle X XI. 
Versuchsnummer....... I} 735- 737 738—740 | 741-743 744-746 747-749 750-752 
BONO nid bam 00's 1%) NH,NOs 25%o KNOs 
Versuchsdauer in Tagen .. . ar 9 7 9 iS 5 | 7 ~~ © 
Analysenwerte 
Piladecke ing..... 1,14 1,44 2,10 0,62 0,98 0,78 
ee a Ne . soe 0,29 0.127 0,133 0,562 0,350 0,445 
Ca-Citrat ing . . : 0,19 0,24 0,14 0,21 0,12 0,03 
Ca-Gluconat, ber. in gg ; 2,32 1,02 1,07 45 2,99 3.5 


AuBerdem gebe ich hier noch Versuchsreihe 79 wieder, um zu zeigen, 
daB der Pilz auch hinsichtlich der Mycelentwicklung sehr wesentlich ver- 
aéndert ist. Wéahrend friiher mittels Ammoniummonohydrophosphat sehr 











Tabelle XXII. 

Versuchsnummer . . . ey tap 832-834 ~ §35—837 Bi 838—840 
enn TT } | 0.58 %/o NH,HzPO, (0,33%/o(NH,)gHPO,/ 0.58°/o(NH,)3 HPO, 
Anslyssnwerte 
Piladecke ing ... . || 1,02 0,84 0,92 
CaO ing. . . i 0,386 0,435 0,438 
Ca-Gluconat, ber. in g | 3,09 3,48 3,51 
Ca-Citrating .... || 0,27 0,06 0,16 
Zuckerverbrauch in g ; 4,25 4,34 4,34 
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iippige Pilzdecken zur Entwicklung kamen, war dies nun, trotz Verwendung 
desselben Préparats durchaus nicht mehr der Fall. Verglichen wurden 
beziiglich N A&quivalente Mengen von Ammoniummono- und -dihydro- 


phosphat (Tabelle X X11). 


Zusammenfassung. 


Es wurden folgende Hauptergebnisse gewonnen, die zum Teil 
friiher gemachte Erfahrungen exakter bestiitigen und besser begriinden: 
Fiir die Entwicklung der Pilzdecken und deren Saurebildungsverméigen 
ist die Quantitaét und Qualitét der verwendeten N-Quelle von gréBter 
Bedeutung. Wurden die Pilzdecken mittels geringer N-Mengen zur 
Entwicklung gebracht, so bildeten sie bei Gegenwart von CaCO, fast 
nur Gluconsiure in zweiter Kulturfliissigkeit; dies ist ziemlich 
unabhingig von der Art der N-Quelle. Das Optimum lag zwischen 
0,01 und 0,03°%, Stickstoff. Citronensiurebildung fand in gréBerem 
MaBe erst durch Pilzdecken statt, die mittels gréBerer N-Mengen zur 
Entwicklung kamen. Sie setzte etwa bei jenen N-Mengen ein, die zu- 
gleich das Optimum der Ca-Gluconatbildung darstellten, also etwa 
bei 0,02 %, Stickstoff. Hierbei machten sich Unterschiede bemerkbar, 
in Abhangigkeit von der Art der verwendeten Stickstoffquelle. Fiir 
die Entwicklung gut Citronensiure bildender Pilzdecken scheinen 
Ammoniumdihydrophosphat und Ammonnitrat am geeignetsten zu 
sein, dann erst Kaliumnitrat und Animonsulfat, wahrend Pepton sich 
als recht ungeeignet erwies. 


Ahnliche Erfahrungen iiber die verschiedene Wirkung der einzelnen 
Stickstoffquellen konnten bekanntlich auch bei Versuchen in erster 
Kulturfliissigkeit gemacht werden, doch wurden diese Ergebnisse so 
gedeutet, daB durch den Verbrauch des jeweiligen, den Stickstoff 
tragenden Anteils der in Freiheit gesetzte andere Bestandteil von 
direktem EinfluB auf die Saiurebildung sei. Die hier mittels der Methodik 
der fertigen Pilzdecken erhaltenen Ergebnisse sprechen dafiir, da die 
erwahnte Deutung nicht richtig sein kann, da ja in zweiter Kultur- 
fliissigkeit bei Abwesenheit jeder Stickstoffquelle gearbeitet wurde. 
Es mu® daher eine Wirkung der jeweiligen Stickstoffverbindung auf 
die Ausbildung bestimmter Bestandteile des Mycels bzw. des Proto- 
plasmas und deren Wirksamkeit angenommen werden'. Da nun die 
Enzyme als Katalysatoren biochemischer Reaktionen in Betracht 
kommen, erscheint die Annahme naheliegend, dab sich auch die 
Citronenséurebildung an einem Enzymkomplex abspielt. Auf Grund 
der gewonnenen Ergebnisse liegt die Deutung nahe, daB die einzelnen 


! Von der Untersuchung von Kostytschew und Tschesnokov (Planta 4, 
181, 1927) erhielt ich erst nach Drucklegung der vorliegenden Mitteilung 
Kenntnis; ich werde alsbald hierauf zuriickkommen. 
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Stickstoffquellen auf die Bildung des Enzymkomplexes, an dem sic} 
die Citronensaurebildung zu vollziehen scheint, von EinfluB sind 
oder fiir irgendwelche hierbei beteiligte Substanzen (Hilfsstoff: 
Aktivatoren). 

Es erscheint somit durch die gewonnenen Ergebnisse ein enzym 
chemisches Problem aufgerollt; allerdings ist hierbei noch recht schwe) 
verstindlich, wie man sich die in quantitativer Hinsicht recht ver 
schiedene Wirkung der einzelnen N-Quellen auf die Enzymbildung 
vorstellen soll. Um Anhaltspunkte zur Entscheidung dieser Frage zu 
finden, muB noch eine ganze Anzahl von Stickstoffverbindungen zu: 
Untersuchung herangezogen werden. Uber Ergebnisse in dieser Richtung 
soll in anderem Zusammenhange berichtet werden. 











Zum Chemismus der Citronensiurebildung durch Pilze. 


I. Mitteilung: 
Die Siurebildung aus verschiedenen Kohlenstoffverbindungen. 


Von 


K. Bernhauer. 


(Aus der biochemischen Abteihing des chemischen Instituts 
der deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 12. April 1928.) 


I. Theoretischer Teil. 


Wahrend in meiner Publikationsserie ,.Cber die Saurebildung 
durch Aspergillus niger“ (1) vornehmlich die auBeren Faktoren und 
Bedingungen der Saurebildung zur Untersuchung kommen, soll in 
den hiermit begonnenen Mitteilungen tiber Ergebnisse der Untersuchung 
des bei der Citronensaurebildung durch Pilze stattfindenden chemischen 
Prozesses berichtet werden. Es wurde schon wiederholt darauf hin- 
gewiesen, daB der Chemismus der Citronenséurebildung groBes Interesse 
beansprucht, da wir es hier mit einem biochemischen ProzeB zu tun 
haben, bei dem Abbaureaktionen mit synthetischen Vorgingen ver 
kniipft sind. 


Uber den mutmaBlichen Vorgang bei der Citronensaurebildung 
durch Pilze wurde eine ganze Reihe von Hypothesen entwickelt, die 
ich bereits in einer friiheren Mitteilung kurz diskutiert habe. Zu- 
sammenfassend |4Bt sich sagen, daB man auf Grund der Ergebnisse 
der bisherigen Untersuchungen annehmen muB, daB die Citronensaure 
ein Produkt des Kohlehydratstoffwechsels der Pilze ist und nicht mit 
der ,,EiweiBatmung* zusammenhingt, wie Kostytschew friiher (2) (1924) 
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meinte; dieser Forscher hat jedoch seine damalige Ansicht nunmehr 
auch schon aufgegeben (3) (1926). 


Problemstellung. 


Beim Versuch einer Erklirung des Vorganges der Citronensiure. 
bildung erscheint es verfehlt, diesen Vorgang nur vom Standpunkt 
der Umwandlung der Hexosen oder gar nur der Glucose zu betrachten 
wie es von einigen Forschern versucht wurde, sondern es ist wohl zweck. 
maBiger, zunachst alle geeigneten Kohlenstoffverbindungen hierbei 
zu beriicksichtigen und auf dieser Grundlage eine einheitliche Erklarung 
des Prozesses der Citronensiurebildung zu versuchen. 

Die meisten bisherigen Untersuchungen iiber die Eignung ver- 
schiedener Kohlenstoffverbindungen fir die Citronensaurebildung wurden 
in nicht geniigend einheitlicher und vergleichbarer Weise durchgefiihrt, 
so daB sich keine weitgehenderen Schliisse daraus ziehen lassen. Die 
diesbeziiglichen Untersuchungen brauche ich wohl in diesem Zusammen- 
hange nicht mehr eigens zu erwahnen, da dies bereits friiher geschah. 
Als die letzte Publikation Amelungs (4) (1927) erschien, in der auch 
die Umwandlung verschiedener Kohlehydrate in Citronensiure unter- 
sucht wurde, war der experimentelle Teil der vorliegenden Mitteilung 
bereits fast vollstandig abgeschlossen. Ich teile daher die durchgefiihrten 
Versuche mit, da sie auBerdem auch mit einem anderen Pilzstamm und 
zum Teil unter anderen Versuchsbedingungen durchgefiihrt wurden. 
Weiterhin fiihrte Amelung den Vergleich der Saurebildung aus den ver- 
schiedenen C-Verbindungen vornehmlich in saurer Kulturfliissigkeit 
durch, ich dagegen in Gegenwart von CaCO,*. Bei der Untersuchung 
stellte ich stets Parallelversuche an, um Mittelwerte zu erhalten und so 
einen exakteren quantitativen Vergleich der einzelnen C-Verbindungen 
zu ermdglichen. 

SchlieBlich war nach Anhaltspunkten zur weiteren Klarung des 
Chemismus der Citronensaiurebildung zu suchen, indem auf eventuelle 
Zwischen- und Nebenprodukte Riicksicht zu nehmen war. 


Hauptergebnisse. 
Die Ergebnisse der hier mitzuteilenden Versuche sowie anderer 


Autoren lassen sich dahin zusammenfassen, dab nur Kohlenstoff- 
verbindungen aus der Zuckerreihe oder diesen nahestehenden Substanzen 


1 Von der Untersuchung von Kostytschew und Tschesnokov (Planta 4, 
181, 1927) erhielt ich erst nach Drucklegung der vorliegenden Mitteilung 
Kenntnis; ich werde alsbald hierauf zuriickkommen. 

* Gelegentlich der SchluBfolgerungen wird auf die Arbeit Amelungs 
néher eingegangen werden. 
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in Citronensaure tibergefiihrt werden kénnen; doch ergeben sich hierbei 
recht bedeutende quantitative Verschiedenheiten, die auch je nach 
der Art des verwendeten Pilzstammes stark variieren. Zur Citronen- 
siurebildung sind von gepriften C-Verbindungen folgende geeignet: 

C,-Verbindungen: Glycerin, Glycerinaldehyd, Dioxyaceton. 

C,-Verbindungen: Arabinose, Xylose. 

C,-Verbindungen: Glucose, Fructose, Mannose, Galaktose. Mannit, 

Gluconsaure (Zuckersaure)'. 
Disaccharide : Rohrzucker, Maltose. 
Polysaccharide: Starke, Inulin. 


Ungeeignet erwiesen sich C,-Verbindungen [Erythrit nach Herzog 
und Polotzky (6) sowie Amelung (4)]) und C,-Verbindungen (Gluco- 
heptose nach Amelung); Milchzucker kann wohl wegen des Mangels 
an Lactase bei Aspergillus niger nicht in Citronensiure umgewandelt 
werden. 

Die Zusammenfassung der Einzelergebnisse sowie der quantitative 
Vergleich der Saurebildung aus den einzelnen C-Verbindungen erfolgt 
im AnschluB an die experimentellen Befunde. 


SchiuBfolgerungen. 


Bei Cherblickung der zur Citronensaurebildung geeigneten C-Ver- 
bindungen ergibt sich, daB die Gluconsaure, die bei der Einwirkung 
von Aspergillus niger auf Glucose, Rohrzucker und Maltose entsteht 
und die auch zur Citronenséurebildung, wenn auch nur in geringem 
MaBe geeignet ist®, nicht als notwendiges Zwischenprodukt bei der 
Bildung der Citronenséure aufgefaBt werden kann. Schon friher, 
und zwar lange vor der Publikation Amelungs, hatte ich dies betont 
(l. e., 8. 313f., sowie 8. 346f.). Ich hatte gleichfalls bereits damals 
darauf hingewiesen, dab der Bildung der Citronensaure wahrscheinlich 
ein Zerfall langerer Kohlenstoffketten in C,;-Ketten vorausgeht. Amelung 
kommt zu einer analogen Auffassung, ohne jedoch meine bereits viel 
friiher geiuBerte Ansicht zu beriicksichtigen. Ich kniipfe daher an 
meine damaligen AuBerungen an, die ich hier weiter ausfiihre. 

Die Vorstellung, dap die Citronensturebildung durch Aufbau aus 
C-Ketten erfolgt, erméglicht eine einheitliche Auffassung des Vorganges, 
und die Citronensiurebildung aus verschiedenen C-Verbindungen 
erscheint dann leichter verstandlich. Die Grundlage fiir diese Vor- 
stellung bildet die Méglichkeit einer Uberfiihrung von C,-Ketten in 
Citronensaure. Diese Méglichkeit ist durch das Beispiel des Glycerins 

1 Auf Grund der Ergebnisse von Challenger, Subramaniam und 


Walker (5). 
2 Die Klaérung dieser Frage bringt die folgende Mitteilung dieser Serie. 


21° 
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und seiner Carbonylverbindungen gegeben; hierbei erfolgt wohl kei: 
Kondensation und Umwandlung zu einer Hexose, sondern wahrscheinlic | 
eine direktere Umwandlung in Citronensaure. 


Diese Auffassung wiirde nicht nur die Citronensaurebildung ay. 
C,-Verbindungen erklaren, sondern auch aus Pentosen, die demzufoly: 
zunachst in eine C,- und eine C,-Kette zerfallen wiirden, wobei nur di: 
C,-Ketten zur Citronensaurebildung geeignet erscheinen, sowie aus 
Gluconsaure, die in C,-Ketten zerfallen wiirde, von denen aber méglicher 
weise die Kette mit der Carboxylgruppe zur Citronensaurebildung 
nicht mehr geeignet ist. Dies wiirde zum Teil die geringe Ausbeute 
an Citronensiure aus Gluconsaure erkliren. Uber die eingehendere 
Untersuchung dieser Frage wird in der nachsten Mitteilung diese: 
Serie berichtet werden. 


GemaB der erwahnten Vorstellung hatten wir nun als Typen der 
Citronensiurebildung durch Pilze folgende Méglichkeiten zu _ unter- 
scheiden: 


I. Vollstandige Uberfiihrung der C-Quelle in Citronensiure: 
a) aus C,-Ketten: Glycerin, Glycerinaldehyd, Dioxyaceton: 
b) aus C,-Ketten: Fructose, Glucose (unter bestimmten Be- 
dingungen) (Mannose, Galaktose, Mannit) ; 


II. Citronensaurebildung nach Spaltung des Molekiils, wobei nur 
ein Teil der Spaltprodukte in Citronensaure umgewandelt wird 
a) C;-Ketten: Arabinose, Xylose; 
[b) C.-Ketten: Gluconsaure (Zuckersiure)}. 


Die quantitativ recht verschiedene Ausbeute an Citronensiure 
aus den verschiedenen Hexosen erklart sich wohl durch die verschieden 
leichte Angreifbarkeit derselben durch den Pilz, in gleicher Weise wie 
auch die verschiedenen Hexosen von Hefe verschieden leicht und in 
verschiedenem Ausmafe vergoren werden. Es ist auch durchaus méglich. 
daB z. B. Galaktose erst in einen anderen Zucker iibergeht und erst 
dieser in Citronensaiure umgewandelt wird. In dieser Hinsicht verhalten 
sich die einzelnen Aspergillus-Stémme auch verschieden, wie ein Ver- 
gleich mit den Versuchen Amelungs zeigt. Es muB jedoch hierbei auch 
in Riicksicht gezogen werden, dab die dargebotene C-Verbindung auch 
fiir das weitere Wachstum der Pilze verwendet wird und daher auch 
fiir die Bildung verschiedener Substanzen des Mycels und so wohl 
auch fiir die Bildung eventueller Enzyme. Es ist daher nicht aus- 
geschlossen, daB die verschiedenen C-Verbindungen in dieser Hinsicht 
einen verschiedenen Einflu8 ausiiben, womit das recht unterschiedliche 
Verhalten der Pilze gegeniiber den einzelnen C-Quellen auch erklart 
werden kann. Von diesem Gesichtspunkte aus wurden bereits Unter- 


ric 


nu 
sal 
un 
bil 
de! 
be’ 
Gi 
ha 
wa 
lel 
de 


ha 


Pr 


als 








Chemismus der Citronensadurebildung durch Pilze. I. 313 


suchungen vorgenommen, iiber die in anderem Zusammenhange be- 
richtet werden soll. 


Die Zuriickfiihrung der Citronensdurebildung auf C,-Ketten sagt 
nun zunachst nichts aus iiber den eigentlichen Vorgang der Citronen- 
saurebildung selbst; der Chemismus des Prozesses bleibt nach wie vor 
ungeklart und es fragt sich nun, welche Vorstellung man sich hieriiber 
bilden kann. In dieser Hinsicht ware zunaichst zu entscheiden, ob bei 
der Citronensaurebildung analoge Anfangsreaktionen verlaufen, wie 
bei der alkoholischen Girung, der Buttersdéuregirung sowie anderen 
Garungsvorgangen, die das Neubergsche Abbauschema zur Grundlage 
haben. Fiir die Aufklarung des Chemismus dieser Girungsprozesse 
war die Abfangung von Acetaldehyd von entscheidender Bedeutung. 
Ich fiihrte analoge Abfangversuche bei Aspergillus niger durch, bei 
denen sich gleichfalls Acetaldehyd nachweisen lieB!. Ob ein Zusammen- 
hang mit dem Vorgang der Citronensaurebildung besteht, ist jedoch 
zweifelhaft. Uber die diesbeziiglichen Untersuchungen sowie die 
Priifung einer Anzahl von Hypothesen der Citronensaurebildung wird 
alsbald berichtet werden. 


Il. Experimenteller Teil. 
(Mitbearbeitet von F. Duda.) 


1. Allgemeines. 


Bei der Untersuchung der Saéurebildung aus den verschiedenen C-Ver- 
bindungen wurde in der Weise vorgegangen, daB Pilzdecken, die in 300-cem- 
Erlenmeyerkolben mittels einer einheitlichen Nahrlésung (je 50 ccm) zur 
Entwicklung gebracht worden waren, in bekannter Weise auf die Lésung 
der zu priifenden Substanz (je 50 ccm 10°, iger Lésung) gebracht wurden. 
Es wurde hierbei fast ausschlieBlich in Gegenwart von CaCO, (je 2g) 
gearbeitet. Als Naéhrlésung zur Entwicklung der Pilzdecken wurde fast 
durchweg eine Lésung verwendet, die 10°, Rohrzucker, 0,2°, Ammon- 
nitrat, 0,1°, Kaliumdihydrophosphat, 0,05°, Magnesiumsulfat, 0,005°, 
Mangansulfat enthielt. Nach viertigiger Entwicklung wurden mit den 
Pilzdecken die eigentlichen Versuche durchgefiihrt. Die Entwicklung der 
Pilzdecken sowie die Durchfiihrung der Versuche erfolgte bei 34 bis 35°, 
und zwar im Anschlu8 an friihere Ergebnisse, da bei dieser Temperatur 
sowohl die Ausbildung der Pilzdecken als auch der Umsatz der dargebotenen 
C-Verbindungen und damit die Saéurebildung am raschesten erfolgt. Fiir 
die Versuche wurde der Aspergillus-niger-Stamm II verwendet, da dieser 
am imtensivsten Citronenséure zu bilden vermochte. 

Bei der Untersuchung der Séurebildung aus Glycerin wurden zunachst 
einige Vorversuche zur Ermittlung der giinstigsten Bedingungen fiir die 
Saurebildung durchgefiihrt; fiir die spaéteren Versuchsreihen wurden 
sodann fast durchweg véllig einheitliche Bedingungen eingehalten. Die 








1 Bekanntlich konnten bereits Neuberg und Cohen (diese Zeitschr. 
122, 204, 1921) bei Aspergillussorten Acetaldehyd abfangen. 
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Versuchsreihen 4, 8, 9, 12, 13 und 14 sind direkt miteinander vergleichha,, 
da sie zu gleicher Zeit und unter méglichst gleichmaBigen Bedingung, 
durchgefiihrt wurden. Sonst ist kein ganz exakter Vergleich verschieden, 
Versuchsreihen miteinander méglich, wenn auch anscheinend vollkomm: 
gleiche Versuchsbedingungen eingehalten werden. Wegen der allgeme:: 
auftretenden, manchmal recht erheblichen Versuchsschwankungen wurde) 
stets je drei Parallelversuche durchgefiihrt, um vergleichbare Mittelwert: 
zu erhalten. Auf Details wird bei der Beschreibung der einzelnen Versuch. 
reihen zuriickzukommen sein. 


2. Verbindungen mit drei C-Atomen. 


Glycerin. 


Versuchreihen 1 und 2. Zur Feststellung der giinstigsten Versuchis- 
bedingungen fiir die Citronenséurebildung aus Glycerin wurden in zweite: 
Kulturfliissigkeit zum Vergleich verschiedene Mengen von Ammonnitrat 
zugesetzt, sowie ohne dieses gearbeitet; weiterhin wurde ein Vergleich 
der Citronenséurebildung in Gegenwart von CaCO, (Versuchsreihe 1) 
sowie in saurer Kulturfliissigkeit durechgefiihrt (Versuchsreihe 2). Die 
Versuchsdauer betrug 8 Tage. Die Analysenwerte gehen aus den Tabellen | 
und IT hervor. 


Ergebnisse: Es zeigte sich, daB in Gegenwart von Ammonnitrat 
in zweiter Kulturfliissigkeit ganz allgemein geringere Mengen von 
Citronensiure gebildet werden, als aus reinen Glycerinlésungen. In 
Gegenwart von CaCO, wurden etwas gréBere Mengen von Citronen 
siure angehauft als in saurer Kulturfliissigkeit. 

In Versuchsreihe 3 wurde festgestellt, ob durch Ausbildung der Pilz- 
decken auf Glycerin als C- Quelle eine Erhéhung der Citronenséureausbeute 
erzielt werden kann, im Vergleich zu Pilzdecken, die auf Rohrzucker als 
C- Quelle zur Entwicklung kamen. Zur Entwicklung der Pilzdecken wurden 


verschiedene Mengen von Ammonnitrat verwendet und die Saéurebildung 
nach verschiedenen Zeiten festgestellt (s. Tabelle ITI). 


Ergeimisse: Rohrzucker bewahrte sich als C-Quelle zur Ausbildung 
der Pilzdecken besser als Glycerin; der Unterschied ist jedoch nicht 
sehr erheblich. Die durch Zusatz gréBerer N-Mengen zur Entwicklung 
gebrachten Pilzdecken vermégen das Substrat wohl rascher umzusetzen. 
ohne daB aber eine stirkere Siureanhiufung stattfinden wiirde. 

Versuchsreihe 4. Séurebildung aus Glycerin unter den _ giinstigsten 
Bedingungen (Tabelle IV). 

Ausbeute an Citronensaure nach 8 Tagen im Mittel 20,3 °,, bezogen 
auf verwendetes Glycerin. 


Glycerinaldehyd. 


Versuchsreihe 5. Mit Glycerinaldehyd als C-Quelle fiir die Citronen- 
siurebildung konnten nur wenige Versuche gemacht werden; verwendet 
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wurde ein Préparat von Schuchardt, ,,Glycerinaldehyd in Lésung**', dessen 
Gehalt bestimmt wurde; es wurden sechs Versuche in 10°, iger Lésung 
durchgefiihrt (Tabelle V). 








Tabelle V. 
Versuchsnummer....... 91 92 93 Mittel | 9% 95 9% Mittel 
Versuchsdauer ........ 8 Tage — 12 Tage 
Analysenwerte 
Piladecke ing... .. 1,21 | 0,94 | 0,89 | 1,01 | 0,98 | 1,24 | 1,07 | 1,1 
Ca-Oxalat ing. . . . . 0,14 | 0,23 | 0,10 | 0,16 0,19 0,28 | 0,32 | 0,26 
Ca-Citrat ing... . . 0,94) 1,59 | 1,83 | 1,45 | 014 | 1,02 | 0,87 | 1,01 


Am 8. Tage war die Fehlingsche Reaktion nur noch gering, demnach 
der Glycerinaldehyd zum gréBten Teil verbraucht. Ausbeute an 
Citronensdure am 8. Tage: im Mittel 23.9%. 


3. Pentosen. 


Arabinose. 


Versuchsreihe 6. Auch hier konnten nur wenige Versuche durchgefiihrt 
werden. Ausbeute an Citronenséure am 8. Tage 5,4°%. 








Tabelle VI. 
Versuchsnummer...... - 7 ON 99 Mitte! 100 101 102s M ittel 
Versuchadauer er eee 8 Tage 12 Tage 
Analysenwerte 
Piladecke ing . . . . . | 0,92 | 0,74 | 0,62 | 0,76 | 0,83 | 1,04 0,79 | 0,94 
Ca-Oxalat ing... .. | 0,24 | 0,30 | 0,21 | 0.25 0,42 | 0,28 0,39 0,33 
CeCilret me... ss 048 | 0,21 | 0,31 033 0,24 | 053 039 0,39 


Xylose. 
Versuchsreihe 7 wurde zu gleicher Zeit wie 6 durchgefiihrt, ist also 
direkt mit dieser vergleichbar. Ausbeute an Citronensdéure am achten Tage: 


12%. 


Tabelle VII. 








Versuchsnummer...... - 103 104 105 = Mittel §=106 107 108 = Mittel 

Versuchsdauer * oe» Bes 8 Tage ie reh 2 Tage 
Analysenwerte 

Pilzadecke in gg ..... 087 | 0,92! 0,79 0,86 || 0,83 | 0,95 | 1,13 0,97 

Ca-Oxalat ing... .. 0,12 | 0,32 | 0,24 0,23 | 045 | 014 | 0,32 0,30 

Ca-Citrat ing ..... 0,72 | 0,63 | 0,84 0,73 | 0.58 | 0.91 | 0,77 | 0,75 


! Ich danke Herrn C. Neuberg fiir die Mitteilung, daB dieses Praéparat 
eine rohe Glycerose darstellt, die neben unverandertem Glycerin auch 
Dioxyaceton enthalt. 
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4. Verbindungen mit sechs C-Atomen. 
Glucose. 
Versuchsreihe 8 (Tabelle VIII). 

Der Saurebildungsvorgang spielte sich hier in der Weise ab, dab 
zunichst die Glucose fast vollstandig in Gluconsiure itbergefiihrt 
wurde, wahrend sodann noch weitere Mengen von Citronensiure ent- 
standen, wobei kein Zucker mehr vorhanden war, wie aus dem Vergleich 
der am 5. und 8. Tage erhaltenen Analysenwerte hervorgeht; Ausbeute 
an Citronensiure am 8. Tage 24,6°,, an Gluconsiure am 5. Tage 
84.0 °,, (hierbei ist das Mittel zwischen der berechneten und bestimmten 
Ca-Gluconatmenge zugrunde gelegt. 


Fructose. 
Versuchsreihe 9 (Tabelle IX). 

In der Kulturfliissigkeit war relativ viel CaO vorhanden, ohne 
daB sich jedoch Ca-Gluconat zur Kristallisation bringen oder ein- 
wandfrei nachweisen lieB; ob diese CaO-Mengen nur auf geldéstes 
Ca-Citrat zuriickzufiihren sind, bleibt noch zweifelhaft. Aus Fructose 
wurden erheblich gréBere Mengen von Ca-Citrat gebildet als aus allen 
bisher angefiihrten C-Quellen. Auffallend erscheint, daB in den ersten 
Tagen erheblich weniger Citronensaure pro Tag gebildet wird als spiter, 
obwohl daneben keine weitere Saure in gréBerer Menge produziert 
wird. Dies scheint darauf hinzuweisen, daB zunachst entweder eine 
weitere Bildung von Enzymen stattfindet, an denen sich die Citronen- 
siurebildung vollzieht, so da8 dann der ProzeB rascher verlaufen kann, 
oder aber finden irgendwelche Anfangsreaktionen statt, die in einer 
Umlagerung oder Umwandlung der Fructose in Produkte bestehen, 
die leichter angreifbar sind und daher rascher in Citronensdure um- 
gewandelt werden kiénnen. Eine eingehendere Untersuchung dieser 
Frage soll hierin Klarheit bringen. — Ausbeute an Citronensaure am 
8. Tage: 36,9°,. 


Mannose. 
Versuchsreihe 10 (Tabelle X). 
Es wurde hier bedeutend weniger Ca-Citrat gebildet als aus Fructose ; 
Ausbeute am 8. Tage: 5,6°,, also erheblich weniger als in den Ver- 
suchen Amelungs. 





Tabelle X. 
Versushenummer eeeeeee 109 110 111 Mittel 112 113 114 Mittel 
Vemeshadonsr ° SAiebad a al “4 8 Tage 12 Tage 
; Analysenwerte 
Pilzdecke ing ..... 059/068 0,72 0,66 093 0,85 1,04 094 
CaO ing ..... . . | 0,102} 0,083! 0,23 -~ 0,095 0,109 012) - 
Ca-Oxalat ing... .. 012 '0,09 0,24 015 021 0,20 0,34 0,25 


Ca-Citrat ing ..... 034 045 0,23 0,34 052 0,70 O31 O51 
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Galaktose. 
Versuchsreihe 11 (Tabelle X1). 
Die Saurebildung aus Galaktose ist sehr gering, der Verbrauch 
derselben sehr langsam; in Lésung befindet sich wenig CaO, das woh! 
nur auf geléstes Ca-Citrat zu beziehen ist. Ausbeute an Citronensiiure 


am 8. Tage: 1,8°%, am 24. Tage: 5.3%. 


Tabelle XJ. 








Vemushenummer 6 665 #8 115 116 117 Mittel | 118 119 120s Mitte! 
Versuchsdaver ........ 8 Tage 24 Tage 
Analysenwerte 

Piladecke ng... . . | 0,42 (057 0,46 0,48 0,63 |0,74 0,52 | 0,63 
CaO ing ..... . . |0,045 0,092 0,087 — | 0,083| 0,048 0,075) - 
Ca-Oxalating..... 0,30 0,28 033 | 030 052 039 048 0.46 
Ca-Citratimg ..... 0,10 013 0,09 | 0,11 034 0,38 |0,.25 0,32 
Zuckerverbrauch ing. . 1,52 1,43 1,28 141137 42 (35 3,8 


Mannit. 
Versuchsreihe 12 (Tabelle XII). 


Die Saurebildung aus Mannit ist gleichfalls recht gering; Ausbeute 
an Citronensiure am 8. Tage: 4,12°%,, am 12. Tage: 54°). 


; 5. Disaccharide. 
. Rohrzucker. 
Versuchsreihe 13 (Tabelle XIII). 
Die Saurebildung aus Rohrzucker wurde schon vielfach untersucht. 
doch wurde zum Vergleich mit den anderen C-Verbindungen hier noch 


eine Versuchsreihe durchgefiihrt. Ausbeute an Citronensiure am 
8. Tage: 37,2°%, an Gluconséure am 5. Tage: 57.5%. 


Maltose. 
V ersuchsreihe 14 (Tabelle XIV). 

Die Saurebildung aus Maltose ist geringer als aus Glucose ; bemerkens- 
wert erscheint, daB nicht immer Spaltung der Maltose stattzufinden 
scheint, wie ich auch in anderen hier nicht mitgeteilten Versuchen 
feststellen konnte. Es wird daher auch nicht immer Gluconsiure ge- 
bildet. Uber die Bedingungen der Maltasebildung wird in anderem 
Zusammenhang berichtet werden. Ausbeute an Citronensiure am 
8. Tage: 13,2%. 


Milchzucker. 


Es wurden hiermit zunéchst in anderem Zusammenhange eine Anzahl 
von Versuchen durchgefiihrt, die es noch zweifelhaft erscheinen lassen, 


Mannit 


SAurcbildung aus 


Zu Versuchsreihe 


Xii. 


Tabelle 











Mittel 


69 Mittel 70 


on 
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ob der Milechzucker von Aspergillus niger gespalten wird. Jedenfalls geht 
der Verbrauch desselben sehr langsam vor sich, nach entsprechend langer 
Versuchsdauer sind jedoch einige Mengen CaO in der Lésung; es bleibt 
aber noch unentschieden, ob diese an Gluconsdure oder Lactobionséure 
gebunden sind. 
6. Polysaccharide. 
Starke. 

Nach den bisherigen Erfahrungen gilt hier etwas Ahnliches wie fiir 

Maltose. Die Starke scheint nicht immer von den Pilzdecken gespalten 


zu werden, so daB nicht stets Gluconséure auftritt. Citronenséure wurde 
in nicht sehr erheblichem MaBe gebildet. 


Inulin. 

In Versuchsreihe 15 wurden zunichst einige Vorversuche durchgefiihrt, 
die zeigten, daB das verwendete Préparat selbst N-haltig war und dadurch 
zur Ausbildung sehr kraftiger Pilzdecken Anla®B gab; auBerdem wurden 
bei diesen Versuchen zundchst verschiedene Mengen von Ammonnitrat 
in zweiter Kulturfliissigkeit zugesetzt, wodurch der ProzeB der Citronen- 
séurebildung sehr erheblich beschleunigt wurde (am vierten Tage war 
bereits das Maximum erreicht), ohne daB dadurch jedoch eine Erhéhung 
der Ausbeute erzielt wurde. Auf eine genaue Wiedergabe der diesbeziiglichen 
Versuche kann wohl verzichtet werden. 


In Versuchsreihe 16 wurde die Saurebildung aus Inulin unter 
analogen Bedingungen wie in den anderen Versuchsreihen dieser Mit- 
teilung untersucht. Es wurde neben etwas Ca-Oxalat nur Ca-Citrat 
gebildet; die in Lésung befindlichen relativ geringen CaO-Mengen sind 
wohl auf geléstes Ca-Citrat zu beziehen. Ausbeute an Citronensiure 
am 8. Tage: 35,1°%,. 

Tabelle XV. 








Versuchsnummer....... 148 149 150 =Mittel §=151 | 152 153 Mitte! 

Versuchsdauer ........ 5 Tage 8 Tage 
Analysenwerte 

Pilzdecke ing ..... }1,34 1,43 (1,27 | 1,341.79 1,68 (1,52 | 1,66 

CaOimg ...... . | 0,072 0,124 0,035: — | 0,056 0,062'0,048 — 

Ca-Oxalat ing... .. '0,14 0,17 (0,28 0,20 0382 045 (0,29 0,35 

Ca-Citrat ing .... . 0,72 1/045 083 0,67 2,39 (158 2,42 | 213 


Die Saurebildung verlauft hier in ahnlicher Weise wie aus Fructose ; 
ebenso wie dort entstehen anfangs relativ geringe Mengen von Citronen- 
siure, obwohl keine anderen Sauren in erheblicher Weise gebildet 
werden, und erst spiter steigt die Siurebildung stark an. 


~ 


7. Vergleichende Ubersicht der Citronensdéureausbeuten 
und Diskussion einiger Ergebnisse. 


Ich gebe hier noch eine Zusammenstellung der Citronensiaure- 
ausbeuten, die aus den verschiedenen dargebotenen C-Verbindungen 
erzielt werden konnten, und zwar beziehen sich die in Tabelle XVI 
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Tabelle X VI. 














C-Verbindung Ir ~~ ae 
je 5g (50ccm) i Mittelwerte rn in Einselversuchen —_ 
%o % Versuchsnummer 
Rohraucker. ...... 37,2 46.5 76 
EFS 3S se Ga SS 36.9 44.5 59 
a re 35,1 39,9 153 
iii ai i tek Oe 24,6 31,7 51 
Glycerinaldehyd. . . . . 23,9 30,2 93 
Se Ss ss a Se aM 20.3 30,0 8 
NT ee ee 13,2 16.9 86 
eee 12 15 107 
DT, os 6 & a 8 5.6 11,5 113 
Arabinose ares 54 8,7 101 
a ee 4,12 7.7 72 
Ge. « 4 * 6 ew 3 1.8 6,2 119 


wiedergegebenen Zahlen zumeist auf Versuche, die direkt miteinander 
vergleichbar sind; es sind hier stets die in Versuchen mit CaCO, nach 
achttagiger Kulturdauer gewonnenen Ergebnisse zum Vergleich ge- 
bracht. Neben den Mittelwerten der Citronensiureausbeute sind stets 
auch die in Einzelversuchen gewonnenen Héchstausbeuten mit angefiihrt ; 
hierbei fanden nur die in der vorliegenden Mitteilung ermittelten Werte 
Beriicksichtigung. 

Bei Vergleich mit der Zusammenstellung Amelungs, die sich aller- 
dings auf Versuche in saurer Kulturfliissigkeit bezieht, zeigen sich recht 
erhebliche Unterschiede, die wohl teilweise dadurch zu erklaren sind, 
daS meine Ergebnisse auf Versuchen basieren, die in Gegenwart von 
CaCO, und auch sonst unter etwas anderen Bedingungen durchgefiihrt 
wurden, zum gréBten Teil aber wohl durch Verwendung eines anderen 
Aspergillus-niger-Stammes bedingt sind. Der von mir verwendete 
Stamm steht in seinem Verhalten annahernd zwischen den beiden von 
Amelung zur Untersuchung herangezogenen Stammen; er bildet ge- 
ringere Mengen von Citronensiure als Amelungs Stamm IV, dagegen 
gréBere Mengen als der Stamm II dieses Autors, aber geringere Oxal- 
sauremengen als der letztgenannte Stamm. 


Bei Betrachtung der obigen Zusammenstellung fallt weiterhin auf, 
da8 in Gegenwart von CaCO, aus Fructose sowie Substanzen, aus 
denen Fructose entstehen kann, die héchsten Citronensaureausbeuten 
erzielt wurden. Dies scheint darauf hinzudeuten, daB die Konstitution 
der Fructose fiir die der Citronensaurebildung vorangehenden primaren 
Umwandlungen besonders geeignet ist. In Zusammenhang damit 
steht anscheinend auch der bei Fructose und Inulin gemachte Befund, 
daB anfangs die Citronensaurebildung viel langsamer verlauft als spater. 
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Weiterhin muB darauf hingewiesen werden, daB die Citroney. 
sdureausbeute aus dem Fructoseanteil des Rohrzuckers viel héher an~y 
schlagen ist als aus Fructose selbst. Denn wenn man beriicksichtigt 
daB der Glucoseanteil des Rohrzuckers zuniachst fast vollstandig jy 
Gluconsiure umgewandelt wird und diese erst dann in Citronensiure 
iibergeht, so ergibt sich auf Grund der folgenden Uberlegung eine 
Ausbeute von 48,8°(, Citronensiure aus dem Fructoseanteil des Rohr. 
zuckers. Aus 5g Rohrzucker wurden im Mittel 2,26 g Ca-Citrat, ent. 
sprechend 1,84 g Citronensiure gebildet. Wenn man annimmt, dali 
aus dem Glucoseanteil etwa 25°, Citronensiure gebildet wurden 
wie aus Glucose selbst, so entspricht dies etwa 0,62 g Citronensiure 
aus 2,5 g Glucose; es entfallen demnach 1,22 g Citronensiure auf den 
Fructoseanteil des Rohrzuckers (2,5 g), entsprechend einer Ausbeute 
von 48,8°,. Dagegen wurden aus Fructose selbst in Gegenwart von 
CaCO, nur 36,9°, an Citronensiiure gebildet. Durch eingehendere 
Versuche sollen noch weitere Beweise hierfiir erbracht werden. 

Noch viel deutlicher wird dieses Verhalten des Rohrzuckers, wenn 
man die in saurer Lésung gewonnenen Resultate Amelungs in analoger 
Weise interpretiert. Legt man den entsprechenden Ergebnissen dieses 
Autors die gleiche Uberlegung zugrunde, so ergibt sich eine Citronen. 
sdureausbeute von 53,4°, aus dem Fructoseanteil des Rohrzuckers 
(44,8 °,, Citronenséure aus Rohrzucker, 36,3°,, aus Glucose), wahrend 
der erwahnte Verfasser aus Fructose in saurer Kulturfliissigkeit nur 
16,3°%, erzielte. Der Unterschied in der Citronensiureausbeute ist 
daher hier noch viel deutlicher. 

Von sonstigen in diesen Zusammenhang gehérigen Ergebnissen 
in der Literatur wire noch die allgemein bekannte Erfahrung zu er- 
wahnen, daB aus Rohrzucker stets mehr Citronensiure gebildet wird 
als aus Glucose, und weiterhin der Befund Fernbachs (7), daB die besten 
Ausbeuten an Citronensiure aus Rohrzucker dann erzielt werden 
wenn die Inversion allmahlich unter dem enzymatischen Einflu8 vor 
sich geht und nicht etwa unter anderen Einfliissen, wie Siurehydrolyse 

Ankniipfend an alle diese Ergebnisse und Uberlegungen laBt sich 
sagen, daB in der Konstitution des Rohrzuckers eine Bedingung fiir die 
leichtere Umwandlung desselben in Citronensiiure gelegen sein mui. 
und es ist wohl der Gedanke naheliegend, daB die besondere Form, in 
der die Fructose im Rohrzucker vorliegt, von gréBter Bedeutung fiir 
ihre Angreifbarkeit und Umwandlung sein mu8. Nun liegt aber die 
Fructose des Rohrzuckers in ihrer y-Form vor, und da man bekanntlich 
bei allen y-Zuckern eine leichtere Umwandlungsfahigkeit annimmt. 

so wire damit auch das auffallende Verhalten des Fructoseanteil- 
des Rohrzuckers im gegebenen Zusammenhang erklarlich. Von diesem 
Gesichtspunkte aus erscheint auch eine weitere eingehende Unter- 
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suchung der Umwandlung nicht nur des Rohrzuckers, sondern auch des 
Inulins und anderer analoger Substanzen von groBem Interesse zu sein. 
In dieser Richtung werden bereits Untersuchungen vorgenommen, 
iiber deren Ergebnisse spiter berichtet werden soll. 

In diesem Zusammenhange diirfte auch von Wichtigkeit sein, 
daB bei manchen Versuchen mit Rohrzucker anscheinend auch die 
Ausbeute an Gluconsaure héher ist, als dem Glucoseanteil des Rohr- 
zuckers allein entsprechen wiirde, so daB man den Eindruck erhilt, 
als ob die labile y-Form der Fructose auch zur Bildung von Gluconsaure 
nach einer entsprechenden Umlagerung geeignet ware. Die diesbeziig- 
lichen Versuche sollen hier noch mitgeteilt werden, da weitere Unter- 
suchungen mit dem verwendeten Pilzstamm wegen der Degeneration 
desselben hinsichtlich der Saurebildung aussichtslos erschienen!. 

Ferner muB im Hinblick auf die Frage nach dem Auftreten anderer 
Zwischen- oder Nebenprodukte der Saurebildung darauf hingewiesen 
werden, daB bei einer ganzen Anzahl von Versuchen in den Kultur- 
fliissigkeiten sich gréBere Mengen von Ca befanden, die weder auf 
Ca-Gluconat noch Ca-Citrat zuriickgefiihrt werden konnten und 
die es wahrscheinlich machen, daB noch andere Stoffwechselprodukte 
siureartiger Natur durch die Pilzdecken aus verschiedenen Kohlen- 
stoffquellen gebildet wurden. Ob es sich dabei um Vorstufen der Citronen- 
siure handeln mag oder um Abbauprodukte derselben, bleibt zweifelhaft 
und soll durch GroBversuche entschieden werden. Jedenfalls werden 
die in den Untersuchungen von Challenger, Subramaniam und Walker (5) 
festgestellten Saiuren im Auge zu behalten sein. 


8 Anhang. 
(Vergleich der Gluconséurebildung aus Glucose und Rohrzucker.) 


Es seien hier anhangsweise noch einige Versuche mitgeteilt, aus denen, 
wie schon erwahnt, geschlossen werden kann, daB anscheinend der Fructose- 
anteil des Rohrzuckers in Gluconsdure iiberfiihrbar ist, wahrend aus Fructose 
selbst keine Gluconséure erhalten werden konnte. Natiirlich ist diese 
SchluBfolgerung zuniéchst nur als vorléufig zu betrachten, da die erwahnte 
Beziehung durch die Ergebnisse einer einzigen Versuchsreihe noch nicht 
als erwiesen erscheint und einer eingehenderen Untersuchung bedarf. 

Versuchsreihe. Die Pilzdecken (Stamm I1) wurden in gewéhnlicher 
Weise mittels 30 cem der Nahrlésung I (10% Rohrzucker, 0,1°, NH,NO,, 
0,1° KH,PO, 0,05°, MgSO,) zur Entwicklung gebracht und sodann 
auf je 30cem 10%iger Lésung von Glucose bzw. Rohrzucker itibertragen 
und CaCO, zugefiigt. Die einzelnen Versuche wurden nach verschiedenen 
Zeiten abgebrochen. Neben der Ermittlung der Ca-Gluconatmenge durch 
die Ca-Bestimmungen in den Kulturfliissigkeiten wurde hier auch stets 
die Menge desselben durch Abscheidung in bekannter Weise bestimmt. 


1 Siehe IV. Mitteilung: ,,Uber die Saurebildung durch Aspergillus 
niger*‘. 
Biochemische Zeitschrift Band 197. 22 








326 K. Bernhauer: Chemismus d. Citronenséurebildung durch Pilze. I. 











Tabelle XVII. 
Versuchsnummer...... . 1 2 3 4 5 ae eS 5 
Ciadlie 2c wc ec wes Glucose i Rohrzucker 
Versuchsdaver m Tagen “ee * 2 af _§ ic? We 4 | ll a. 3 rer F 0 
Analysenwerte 
Pilsdecke ing ..... 0,21 (0,26 (0,24 045 0,31 (0,26 | 0,34 | 049 
CaO ing ..... . . | 0,396; 0,479|0479, — 0,869 0,293 | 0,342 | 0,238 
Ca-Citrating ...../{|0 0,23 (0,36 0,33 0,26 0,35 |067 091 
Ca-Gluconat, ber. in g . 3,17 (38 (38 — 296 235 (2,73 | 1,9 
° best. ing . | 2,97 |3,48 (3,44 | 2,68 2,92 226 (243 | 1.61 
Zesber im @ . 1 ss se 0,53 Spur | 0 0 0.91 07 (044 02 


Es zeigte sich demnach, daB in den Rohrzuckerversuchen gréBer 
Mengen von Ca-Gluconat gebildet wurden, als dem Glucoseanteil des Rohr- 
zuckers allein entsprechen wiirde. 1,5 g Glucose entsprechen 1,95 g¢ Ca- 
Gluconat, so da8 ein Uberschu8 an Ca-Gluconat resultiert, und zwar am 
zweiten Tage 0,972, am dritten Tage 0,31 g, am vierten Tage 0,48 g. 
Diese Mengen miissen demnach aus dem Fructoseanteil des Rohrzuckers 
entstanden sein. Der Berechnung sind aie niedrigeren Zaalen fiir ab- 
geschiedenes Ca-Gluconat zugrunde gelegt. 


Literatur. 


1) Bernhauer, diese Zeitschr. 172, 296, 313, 324, 1926. — 2) Kostytschew., 
Pflanzenatmung 1924, S. 135. — 3) Derselbe, Lehrb. a. Pflanzenphysiol. 1. 
412, 1926. — 4) Amelung, H. 166, 161, 1927. — 5) Walker, Subramaniam 
und Challenger, Soc. 1927, S. 200, 3044. — 6) Herzog und Polotzky, H. 59 
125, 1909. — 7) Fernbach, E. P. 266, 415, 1925. 
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Zum Chemismus der Citronensiurebildung durch Pilze. 


Il. Mitteilung: 
Die Citronensiurebildung aus Gluconsiure. 


Von 
kK. Bernhauer. 


(Aus der biochemischen Abteilung des chemischen Laboratoriums 
der deutschen Universitaét in Prag.) 


(Eingegangen am 12. April 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Wenn auch die Gluconsiure nicht als notwendiges Zwischen- 
produkt bei der Citronensaiurebildung angesehen werden kann, so er- 
scheint das eingehendere Studium der Umwandlung derselben in 
Citronensiure dennoch von Interesse, insbesondere deshalb, weil der 
Weg der Citronensiurebildung aus Glucose tiber diesen Zwischenkérper 
zu verlaufen scheint. 

Aus den bisherigen Angaben in der Literatur tiber die Umwandlung 
der Glucon- in Citronensaure ist ersichtlich, daB die Art des verwendeten 
Pilzstammes von gréBter Bedeutung ist. Wahrend es Butkewitsch' (1923), 
sowie mir friiher® (1924) mit einem bestimmten Pilzstamm nicht gelang 
aus Gluconsaure Citronensdure zu erhalten, konnten Wehmer*® (1925), 
Amelung* (1927), sowie Walker, Subramaniam und Challenger® (1927) 
mittels bestimmter Stamme von Aspergillus niger Glucon- in Citronen- 
saure tiberfiihren. Wie ich in einer friiheren Mitteilung® (1926) erwahnte, 
konnte ich die in Frage stehende Umwandlung gleichfalls beobachten, 
und in der vorliegenden Mitteilung soll tiber eine eingehendere Unter- 
suchung dieser Umwandlung berichtet werden. 

Leider stand mir kein Pilzstamm zur Verfiigung, der aus Glucon- 
saure direkt reichlichere Mengen von Citronensaure und keine Oxalsaure 


1 Butkewitsch, diese Zeitschr. 142, 195, 1923. 
2 Bernhauer, ebendaselbst 153, 517, 1924. 

3 Wehmer, B. 58, 2616, 1925. 

* Amelung, H. 166, 161, 1927. 

5 Walker, Subramaniam und Challenger, Soc. 1927, 8S. 3044. 
® BRernhauer, diese Zeitschr. 172, 324, 1926. 
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produziert hatte. Von den untersuchten Pilzstammen erschien dama|s 
Stamm II, der auch sonst von den mir zur Verfiigung stehenden Pily 
stiimmen am besten Citronensaure zu bilden vermochte, am geeignetste, 
Uber die Untersuchung verschiedener Pilzstamme in dieser Richtung 
wird in anderem Zusammenhange berichtet werden. 


Vorversuche. 


Es wurde zunéchst eine Anzahl orientierender Versuche durchgefiihrt, 
in denen giinstigere Bedingungen fiir die Bildung von Citronensdure aus 
Gluconsaure aufgefunden werden sollten. Uber diese Versuchsreihen und 
deren Ergebnisse soll hier ganz kurz berichtet werden; eine ausfiihrliche 
Beschreibung kann wohl unterbleiben, da sich hierbei zunéchst nur zeigte. 
da8B Gluconséure in Citronenséure durch den betreffenden Stamm iiber- 
gefiihrt werden kann; weiterhin konnten die Versuchsbedingungen fiir die 
eingehenderen Untersuchungen festgestellt sowie Ankniipfungspunkte fiir 
diese aufgefunden werden. 

Versuchsreihe 17 (Versuch 154 bis 165). Entwicklung der Pilzdecken 
mittels Nahrlésung II (10% Rohrzucker, 0,2°% NH,NO,, 0,1°% KH,PO,, 
0,05° MgSO, 0,005° MnS0O,); 4 Tage bei 34 bis 35°. Vergleich der 
Saurebildung aus Ca-Gluconat in Gegenwart von CaCO,, sowie aus freier 
Gluconséure ohne weiteren Zusatz in zweiter Kulturfliissigkeit. Es zeigte 
sich, daB kein wesentlicher Unterschied besteht; in den Versuchen mit 
Ca-Gluconat verblieb die Citronenséure in Form von Ca-Citrat langere 
Zeit. Stets wurde daneben Oxalséure gebildet. 

Versuchsrethe 18 (Versuch 166 bis 187). Entwicklung der Pilzdecken 
wie bei 17. In zweiter Kulturfliissigkeit wurden verschiedene Mengen von 
Ammonnitrat zugesetzt; es zeigte sich, daB gréBere Citronenséiuremengen 
in Versuchen ohne Stickstoffsalze in zweiter Kulturfliissigkeit angehauft 
werden. 


In Versuchsrethe 19 (Versuch 188 bis 210) wurden nochmals analoge 
Versuche wie in 18, aber unter Heranziehung weiterer Stickstoffquellen 
durchgefiihrt. Es zeigte sich jedoch kein wesentlicher EinfluB irgend einer 
Stickstoffverbindung auf die Mehrproduktion von Citronenséure aus 
Gluconséure. 


Problemstellung. 


Den folgenden Untersuchungen lagen folgende Gedankenginge 
zugrunde: 

In den Vorversuchen tiber die Umwandlung der Glucon- in Citronen- 
siure hatte sich in Ubereinstimmung mit den Befunden anderer Autoren 
gezeigt, daB bei Darbietung von Gluconsiure oder Ca-Gluconat der 
Pilz weniger Citronensaure produziert als in Versuchen mit Rohrzucker 
oder Glucose. Nun wird aber, insbesondere in Versuchen mit Glucose, 
diese unter bestimmten Bedingungen (besonders bei Abwesenheit 
von Stickstoffsalzen in der zweiten Kulturfliissigkeit) zuniachst voll- 
standig in Gluconsdiure umgewandelt, wie aus friiheren Versuchen 
hervorgeht, und wie auch andere Autoren zeigen konnten; aus dieser 
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primar gebildeten Gluconsiure wird nach Verbrauch des Zuckers 
jedoch anscheinend mehr Citronensiure produziert, als in Versuchen, 
bei denen direkt Gluconséiure oder Ca-Gluconat dargeboten werden. 

Die Aufklarung dieses Verhaltens schien fiir die Entscheidung der 
Frage, welche Rolle die Gluconsiure als Zwischenprodukt bei der 
(itronenséurebildung aus Glucose spielt, von groBer Bedeutung. Zur 
Klarung dieser Frage wurde zuniachst die Citronensdurebildung aus 
Glucose, Rohrzucker, sowie Ca-Gluconat vergleichend untersucht und 
dann auf Grund der erhaltenen Ergebnisse eine Anzahl von Versuchs- 
reihen durchgefiihrt, die einen Einblick in die bestehenden Verhaltnisse 
geben sollten und iiber die spiater berichtet wird. 

Auf den bei der Umwandlung der Glucon- in Citronensaure sich 
abspielenden chemischen Vorgang wird im Anhang kurz eingegangen 
werden. 


Die Citronensiurebildung aus Gluconsiure in Glucose- und Rohrzucker- 
versuchen sowie aus Gluconsiure selbst. 


Versuchsreihe 20. Feststellung der Citronenséurebildung aus Glucon- 
séure, wobei jedoch in derselben Kultur die Glucose erst in Gluconséure 
umgesetzt wurde; sodann wurde die Séureproduktion aus dér gebildeten 
Gluconséure festgestellt. 

Entwicklung der Pilzdecken wie in Versuchsreihe 17; in zweiter 
Kulturfliissigkeit wurden je 50 cem 10°,iger Glucoselésung und 2 g CaCO, 
verwendet. Die Analyse je dreier Parallelversuche erfolgte am 3., 5., 8., 
ll. und 14. Tage. Die Analysenwerte gehen aus Tabelle I hervor. 

In Versuchsreihe 21 wurde in analoger Weise vorgegangen, jedoch in 
zweiter Kulturfliissigkeit 50 ccm einer 10°,igen Rohrzuckerlésung mit je 
2g CaCO, verwendet. Die Ver- 
suchszeiten waren 3, 7, 9, 12 und 5 ame: ca” 

15 Tage (Tabelle II). — ae 

Versuchsreihe 22. Analog 20 
und 21, aber mit je 50 cem 8 °,iger 
Ca-Gluconatlésung und 2 g CaCO, 
in zweiter Kulturfliissigkeit. Ver- 
suchszeiten: 4, 8, 12, 17, und 


21 Tage. 








Zusammenfassung 
und Diskussion der Ergebnisse der 
Versuchsreihen 20 bis 22. 
Wie sehr deutlich aus der 
Abb. 1 hervorgeht, wurde aus 
Rohrzucker am meisten Citronen- Abb. 1. 
saure gebildet, weniger aus Glu- 
cose, noch weniger aus Ca-Gluconat selbst. Aus Glucose wurde anfangs 
vornehmlich Ca-Gluconat gebildet, am dritten Tage war kein Zucker mehr 
vorhanden, sondern eine etwa 8 °,ige Lésung von Ca-Gluconat, daneben 
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Zu Versuchsrei} pidlung 
Zweite Kulturfliissig , 10° 91 
Vesuchenumener . ha eet oe oe 212 213 214 Mittel 215 216 21 219 ! 
Versuchsdauer .......--+.--- 3 Tage 5 Tage 8 Ts 
An 
Pilzdecke in g . 0,63 1,08 | 086 0,86 1,36 1,40 1,09 1,61 
CaO ing. 0,507 0,541) 0,504 0,514 049 039 0384 
Ca-Oxalat in g. 6 6 4 a 0 0 0,21 
Ca-Citrat ing... 044 1,08 | 032 061 069 123 056 1,34 
Ca-Gluconat, ber. in g 406 433 | 403 414 392 312 3,14 
r best. in g . 3,82 401 | 369 384 | 366 3,08 2,92 2.56 
Zuckerverbrauch . 
: 
Zu Versuchsreihamrandluns 
Zweite Kulturfliissigfiim 10% 
Venushenemaner. 0.5050: 227 228 229 Mittel |) = 230 231 232 234 
WI 4. 6 ct oo 06 ee 8 3 Tage a 7 Tage 9 
Ana 
Pilzdecke in g . 1,23 | 1,22 | 0,76 | 107 | 241 | 224 | 137 2 1,65 
SS 0,38 | 0,335 0,274) 0,827 0,139 0,191 0,316 }) Spure’ 
Ca-Oxalat in g. 4 7) 7) “ 0,14 | 0,28 | 0,10 0,15 
Ca-Citrat ing... 0,79 0,77 | 050 0,70 235 207. 1,81 1,57 
Ca-Gluconat, ber. in g 3,04 | 2,69 | 219 264 1,12 | 1,52 | 2,53 0 
> best. in g . 2,90 .249 | 213 | 2,51 _ -- _ 0 
Zuckerverbrauch’in g . 424 409 389 407 5 5 4,72 
o-. 
Zu Versuchsreihe fRekte U1 
Zweite Kulturfliissigigem 8° 
Versuchenummer.......... 242 243 244 Mittel 245 246 247 \ 
Versuchsdauer Tre rrrret 4 Tage 8 Tage 
Ana ' e 
Pilzdecke in g . 116 1,62 1,98 | 159 | 1,29 208 | 1,47 4 
CaO ing . 0,328 0,274 — 0,301 — 0,232 0,237 iren 
Ca-Oxalat ing . 0.21 O12 009 O14 004 O10 0,22 56 
Ca-Citrat ing .. : 0,36 046 043 | 042 069 044 O42 (py 
Ca-Gluconat, ber. in g 268 (219 ' — | 241 _ 185 190 14% 
‘i best. ing . . 2,46 2,25 _— 2.35 — _- 4 
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reihfaendiung von Gluconsdéure in Glucoseversuchen. 
lissigm 10°,iger Glucose. 
220 Mittel 221 222 223 Mittel 224 225 226 Mittel 
8 Tage 11 Tage ; 14 Tage red 
) 161 1,839 | 149 | 0,95 | 1,68 | 1,56 | 148 | 189 2483 | 220 2,17 
4 0,264 0,297 0,162 0,205 0,184, - 0,113 Spuren —- 
021 0,05 | 0,126 030 0,28 042 | 033 048 0382 | O17) 0,81 
134 1,77 | 145 1,07 1,38 064 | 103 0,73 1,23 | 0,64 | 0,83 
211 | 243 |/1,25 1,64 1,46 | 145 0,90 7) 0 0,3 
256 «61,16 | 2,14 _ 1,77 = ~ _ 0 0 — 
7 
ihfjrandlung von Gluconséure in Rohrzuckerversuchen. 
m 10% igen Rohrzuckers. 
l34 235 Mittel 236 237 238 Mittel 239 240 241 Mittel 
9 Tage % 12 Tage aay 15 Tage 
2 165 2,21 1,75 1,85 | 159 | 196 1,80 189 253 214 | 2,10 
)Spuren 0,201 0,278 — 0,196 0,190 0,193 Spuren - 
015 0,384 0,228 041 | 0,34 | 019 0,31 038 030 0,25 | 0,31 
157 | 268 | 2,14 | 1,26 | 1,75 | 2,27 176 1,69 1,38 1,60 | 1,56 
“ 1,61 2,14 — 157 452 1,57 4 4 4 — 
4 — — — — — — -- —' — _ 
vollistandig 
kte Umwandlung von Gluconsdure. 
mm 8°,igen Ca-Gluconats. 
249 250 Mittel 251 252 253 Mittel 254 255 Mittel 
12 Tage 17 Tage "1 cael 1 Tage ? 
e 
a 1,68 1,72 160 2,35 1,94 2.0 2,09 | 2,54 1,86 2,20 
iren 4 4 ” “ "1 ” “ “ “ @ 
0,38 0,37 044 0,26 0,35 0,40 0,33 014 0,43 0,28 
49 0.14 0,52 038 0,46 0,37 0,16 033 80,06 0,21 0,12 
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etwas Ca-Citrat. Das gebildete Ca-Gluconat wurde nun weiter in Ca. 
Citrat neben Ca-Oxalat umgesetzt, und zwar wurde hierbei mehr Ca- 
Citrat gebildet als in Versuchen mit direkter Umwandlung von Ca. 
Gluconat (Versuchsreihe 22). Nach 8 Tagen waren in Versuchsreihe 20) 
etwa 0.84 g Ca-Citrat aus dem vom Pilz selbst erzeugten Ca-Gluconat 
gebildet, wenn man die am dritten Tage gebildete Ca-Citratmenge 
(also nach vélligem Zuckerverbrauch), die allerdings wohl zum Teil 
auch aus primar gebildetem Ca-Gluconat entstanden war, nicht beim 
Vergleich beriicksichtigt. In Versuchsreihe 22, also bei der Umwandlung 
von dargebotener Ca-Gluconatlésung wurden dagegen maximal nur 
0,52 g Ca-Citrat gebildet. Es ergibt sich demnach, daB aus dem vom 
Pilz in gleicher Kultur gebildeten nicht isolierten Ca-Gluconat gréBere 
Citronensiuremengen gebildet werden, als bei direkter Umwandlung 
von dargebotener Ca-Gluconatlésung durch die Pilzdecken. Zur Klarung 
dieses Verhaltens wurden die im nachsten Abschnitt zu beschreibenden 
Versuchsreihen durchgefiihrt. 

In den Rohrzuckerversuchen wurden die gréBten Mengen von 
Ca-Citrat angehauft, die wohl zum gréBeren Teil aus dem Fructose- 
bestandteil des Rohrzuckers stammen. Daneben wurde zuniachst die 
Glucose des Rohrzuckers in Gluconsiure umgewandelt und diese 
weiterhin in Citronensiure. Doch sind bei Verwendung von Rohrzucker 
die bestehenden quantitativen Verhiltnisse iiber diesen Umsatz zu 
wenig durchsichtig, um daraus etwas im Hinblick auf die aufgeworfene 
Frage folgern zu kénnen. Der Zuckerverbrauch erfolgt hierbei langsamer, 
da wahrscheinlich die Fructose, die nicht in Gluconsiure iibergefiihrt 
wird, langsamer umgewandelt wird. 


Vergleichende Untersuchung auf Grund der gemachten Beobachtungen. 


Zur Erklarung der Frage, warum in Versuchen, bei denen Ca- 
Gluconat direkt in zweiter Kulturfliissigkeit dargeboten wird, die Aus- 
beute an Ca-Citrat geringer ist als in Versuchen, bei denen die Pilz- 
decken zunachst aus Glucose Gluconsiure produzieren und erst das in 
gleicher Kultur gebildete Ca-Gluconat in Ca-Citrat umsetzen, sind die 
untenstehenden Méglichkeiten vorhanden; diese haben zum Teil zur 
Voraussetzung, daB ebenso wie beim ProzeB der Gluconsiurebildung 
auch bei den anderen hier in Frage kommenden Saurebildungsprozessen 
enzymatische Vorginge stattfinden. Obwohl noch keine Enzyme 
bekannt sind, an denen sich der ProzeB der Citronensaurebildung ab- 
spielt, soll doch die Vorstellung, daB sich dieser Vorgang an einem 
Enzymkomplex vollzieht, der vorliegenden sowie einschligigen Unter- 
suchungen als Arbeitshypothese zugrunde gelegt werden. Die hier 
mitzuteilenden Versuche sind zugleich eine vorlaufige Priifung dieser 
Anschauung. Die oben erwahnten Méglichkeiten sind folgende: 
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1. Es kann ein Zusammenhang zwischen der Glucoxydase und 
dem Enzymkomplex, an dem sich die Citronensaurebildung vollziehen 
mag, bestehen, in der Weise, daB durch die vorangehende Tatigkeit 
der Glucoxydase die Fahigkeit der Pilzdecke zur Citronensaurebildung 
geférdert wird oder dadurch der Enzymkomplex, an dem wohl die 
Umwandlung der Glucon- in Citronensaure stattfindet, in seiner Wirk- 
samkeit stimuliert wird. 

2. In der Kulturfliissigkeit kénnen irgendwelche Enzyme oder 
Aktivatoren vorhanden sein, die fiir die Umwandlung der Glucon- in 
Citronensaure von Bedeutung sind und die sich wahrend des ersten 
Umwandlungsvorganges des Zuckers bilden kénnen, die jedoch nicht 
vorhanden sind, wenn direkt Ca-Gluconat dargeboten wird. 

3. Eine weitere Méglichkeit zur Erklarung der erwahnten Beob- 
achtung ist die, daB die Gluconsiure, in dem Zustand, in dem sie in 
den Kulturfliissigkeiten vorhanden ist, zunachst in einer mehr labilen, 
leichter angreifbaren Form erscheint, die besser in Citronensiure um- 
gewandelt werden kann. 

Die unter 1. erwihnte Anschauung 1aBt sich in der Weise tiber- 
priifen, daB Ca-Gluconat einer Pilzdecke geboten wird, die bereits 
etwa 4 Tage lang auf zweiter Kulturfliissigkeit sich befand, also Glucose 
in Gluconséure umgesetzt hat, im Vergleich mit Pilzdecken, die sofort 
auf Ca-Gluconat gebracht werden. Es handelt sich hierbei also um einen 
Vergleich der Umwandlung von Ca-Gluconat in zweiter und dritter 
Kulturfliissigkeit. 

Die unter 2. erwaihnte Ansicht ist so zu iiberpriifen, daB eine 
Kulturfliissigkeit, die durch etwa viertagige Einwirkung der Pilz- 
decken auf Glucose entstanden ist und‘ hauptsichlich aus Ca-Gluconat 
besteht, einer Pilzdecke geboten wird, die 

a) auf erster Kulturfliissigkeit war, 

b) die bereits auf zweiter Kulturfliissigkeit war; also entsprechend 
dem weitergehenden Versuch. 

Durch Erhitzen kénnen in dieser Kulturfliissigkeit eventuell 
vorhandene Enzyme oder Aktivatoren usw. unwirksam gemacht werden, 
im Vergleich zur Umwandlung einer nicht erhitzten Flissigkeit. 

Die dritte erwihnte Méglichkeit kénnte zunachst eventuell in 
der Weise iiberpriift werden, daB das optische Verhalten der Kultur- 
fliissigkeit dauernd verfolgt wird. 

Die Versuchsreihen 23 bis 26 wurden unter einheitlichen Bedingungen 
angesetzt. Es wurde hierbei so vorgegangen, daB zunaéchst 33 Erlenmeyer- 
kolben von 300 ccm Inhalt mit je 50cem der Naéhrlésung II beschickt 
und auf dieser in bekannter Weise die Pilzdecken zur Entwicklung gebracht 
wurden. Am vierten Tage wurden weitere 19 Versuchskolben in gleicher 
Weise angesetzt. 
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Die erst angesetzten 33 Versuche wurden nach viertaégiger Kulturda) 
auf die zweite Kulturfliissigkeit gebracht, und zwar je 50cem 10°, jive 
Glucoselésung mit 2 g CaCO,; nach viertagiger Versuchsdauer in zweiter 
Kulturfliissigkeit wurden sechs dieser Versuche weiter belassen (Versuchs- 
reihe 23a), die Fliissigkeit der anderen 27 Versuche wurde vereinigt wn 
sodann 1200ccem hiervon fiir die Versuchsreihen 25 und 26 verwendet 
(24 Versuche); der Rest wurde analysiert und gab AufschluB iiber die Zu- 
sammensetzung der verwendeten Fliissigkeit. Zwélf Pilzdecken diese, 
27 Versuche wurden fiir Versuchsreihe 26 verwendet, neun Pilzdecken 
fiir Versuchsreihe 24b und sechs Pilzdecken fiir Versuchsreihe 23b. 

Von den spiater angesetzten 19 Versuchen wurde die erste Kultur- 
fliissigkeit entfernt und sodann sieben Pilzdecken fiir die Versuchsreihe 24a 
verwendet und zwélf Pilzdecken fiir die Versuchsreihe 25. Die Versuchs- 
anordnung ist in iibersichtlicher Weise in Tabelle 1V wiedergegeben. 


Tabelle IV. 
Versuchsanordnung in den Versuchsreihen 23 bis 26. 











Anzabl der Versuche Verwendung der Fliissigkeit Verwendung der Pilzdecken 
in erster in gewOhnlicher Anzahl der fiir die Anzahl der fits die 
Sasichelt — — Versuche = Versuchsreihen Versuche — Versuchsreihen 

33 33 6 23a 6 23a 

12 25 6 23 b 

12 26 9 24b 
12 26 

19 — -- _ 7 24a 
12 25 


In Versuchsreihe 23 wurde vergleichsweise die Séurebildung aus Glucose 
in zweiter und dritter Kulturfliissigkeit untersucht, und zwar: 

a) durch die Einwirkung von Pilzdecken, die 4 Tage lang auf erster 
Kulturfliissigkeit sich befanden; 

b) durch Pilzdecken, die zunichst wie bei a) auf erster Kulturfliissigkeit 
gewachsen waren, dann 4 Tage lang auf eine zweite Kulturfliissigkeit ein- 
wirkten (50 ccm 10° iger Glucoselésung mit 2g CaCO,) und sodann nach 
griindlicher Spiilung mit W. esser auf die dritte Kulturfliissigkeit gebracht 
wurden. 











Tabelle V. 
Zu Versuchsreihe 23a: eorwememre. aus Glucose in zweiter Kulturfliissigkeit . 
Vennadamenaen he : ° q oa : 256 257 258 = Mittel (529)* 260 261 Mitte! 
Vessuchedaver ow cee we 4 Tage 7 Tage ee ae 10 Tage 
Analysenwerte 

Piladecke ing... . — | 0,91 |0,91 1,12 | 1,1 || 099 | 0,94/1,79 | — 
CaO ing.. hive 0,479 | 0,343, 0,331 0,235) — | o:79) — | 0,234 — 
Ca-Oxalat in g re — |0,69 0,49 0,56 | 0,55 | 0,99 0,54 0,16 0.56 
Ca-Citrat ing... . 0,19 |142 0,98 1,39 1,26) 019 1,24 0.93 1,98 
Ca-Gluconat, ber. in g | 3,83 |2,94 284 2,02 26 | 154 — 201 1,79 
Ca-Gluconat, best. ing | — | — 164 — —|)- ~ -- - 
Zucker ...... . |Spuren| — — — — - == _ 


* Bei Pot ams der Mittelwerte nicht beriicksichtigt 
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Tabelle VI. 
Zu Versuchsreihe 23b: Séurebildung aus Glucose in dritter Kulturfliissigkeit. 
Versuchsnummer .......-. 262 263 264 Mitte! 265 266 267 | Mittel 
Versuchedouer aa 8 rig a oe » 7 Tage 10 Tage 7 
Analysenwerte 
Piladecke ing. ...... 1,02 | 0,75 0,63 | 0,80 | 0,54 |0,938 0,75 0,74 
Ce YS ee 0,286 0,318 0,498 — 0,895 0,378 0,379 — 
Ca-Oxalating ..... . (0,44 | 1,37 0,86 | 0,89 0,99 | 0,66 0,86 0,84 
Ca-Citrating...... 0,78 0,61 0,53 0,64 9,70 0,38 086 0,65 
Ca-Gluconat, ber. in g . . . 2,45 |2,72 3,50 289 3,38 3.25 3,25 3,29 
‘ best. ing... | — |204, — — 272| — -- _ 
Zuckerverbrauch. .... . fast vollstandig vollistandig 


Die fiir die eigentlichen vergleichenden Versuche verwendete Kultur- 
fliissigkeit bestand aus je 50cem 10°, iger Glucoselésung und 2 g CaCQ,. 
Die sonstigen Versuchsbedingungen sowie die Analysenwerte sind aus den 
Tabellen V und VI ersichtlich. 

Versuchsreihe 24. In analoger Weise, wie in der vorigen Versuchsreihe 
die Umwandlung der Glucose untersucht wurde, wurde hier die Saéurebildung 
aus Ca-Gluconat festgestellt, und zwar: 

a) in zweiter Kulturfliissigkeit, also durch gewéhnliche Pilzdecken; 

b) in dritter Kulturfliissigkeit, also durch Pilzdecken, die bereits 
auf eine zweite Kulturfliissigkeit eingewirkt hatten. 

Alles Sonstige in der Versuchsanordnung ist aus dem bereits friiher 
Gesagten ersichtlich; die Anaiysenwerte gehen aus Tabelle VII hervor. 

In den Versuchsreithen 25 und 26 wurde im Anschlu8 an die oben unter 
Punkt 2 erwahnten Erérterungen die Umwandlung einer Fliissigkeit unter- 
sucht, die durch viertagige Einwirkung der Pilzdecken auf 10 °,ige Glucose- 
lésung (mit CaCO,) hergestellt worden war. 1200 ccm dieser Fliissigkeit 
wurden fiir die Versuche verwendet; der Rest wurde analysiert und ergab 
einen Gehalt von 7,6°, an Ca-Gluconat; Zucker war nur noch in ganz 
geringer Menge vorhanden. 600 ccm dieser Fliissigkeit wurden etwa eine 
Stunde lang im Sterilisator auf 100° erhitzt und von dem hierbei ab- 
geschiedenen Ca-Citrat abfiltriert; auf diese Weise wurde der Gehalt an 
Ca-Citrat fiir je 50 ccm Fliissigkeit mit 0,19 g ermittelt. In Versuchsreihe 25 
wurden Pilzdecken verwendet, die bloB auf erster Kulturfliissigkeit ge- 
wachsen waren, dagegen in Versuchsreihe 26 solche, die bereits 4 Tage 
lang auf eine zweite Kulturfliissigkeit (10°,iger Glucoselésung mit CaCO,) 
eingewirkt hatten. Es wurden jeweils die 600 ccm nicht erhitzter Fliissigkeit 
fiir die Versuchsreihen 25a und 26a verwendet und die 600 cem erhitzter 
Fliissigkeit fiir 25b und 26b. Die Versuchsdauer und die Analysenwerte 
gehen aus den Tabellen VITI und IX hervor. 


Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse 
der Versuchsreihen 23 bis 26. 


1. Ein Vergleich der Saurebildung aus Glucose in zweiter und 
dritter Kulturfliissigkeit (Versuchsreihe 23a und b) zeigt, daB durch 
Pilzdecken, die sich bereits auf zweiter Kulturfliissigkeit befanden, 
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Zu Versuchsreihe 24: Saéurebildung aus Ca-Giydiweiter 
Versuchsnummer...... . 268 269 Mittel 270 271 + Mittel 272 27 2%4 276 
Vereucherethe .......- 24a 
Versuchsdaver........ Te a > nn nn. oo 31 














Pilzdecke ing... . . | 0,82 '048 0,65 0,44 0,63 | 0,53 1,84 1,47 | 2.2) 144 
CaOing...... . ||0,4430,356 — | 0,435 0,428! — (0,238 0,337) 0,82; 0,476 
Ca-Oxalat ing. . . . . | 0,27 0,85 0,56 1,05 0,92 0,98 0,61 0,60 | 0,39 0,27 
Ca-Citrat ing... . . 0,18 0,22 0,20 0,24 0,30 | 0,27 0,22 0,39 | 0.16 0,21 
Ca-Gluconat, ber. in g . | 3,79 3,05 3,38 | 3,73 3,67 3,70 2,04 2,89 | 2.75 4,08 
- best. in g . ||2,64 2,23 234 284 257 2,70 — 1,94 3,05 
* Bei Berechnung der Mittelwerte nicht bericksichtigt. 3 
Zu Versuchsreihe 25: Séurebildung aus nicht isoliertem, in rfliissi 
Versuchsnummer....... 2s4 285 (286)* "Mitel 287 288 289 )° 
Versuchereihe ........ 25a: nicht erhitzte Kulturflissigkeit 
Vereuchedawer ........ 3 Tage 6 Tage 
Ap 
Pilsdecke ing... . . || 1,21 0,61 (0,79) 091 | 1,31 1,13 0,41 
0S eee \ 0,284 0,383 (0,301) | — 0,338 0,314 0,226 1) 
Ca-Oxalat ing. .... | — | 031 sn | 0,31 _ 0,31 1,01 
Ca-Citrat in g . , 1,29 | 0,77 _ 109 | 119 1,37 0,46 
Ca-Gluconat, ber. in ig i 2, 3,28 58) 2,89 290 269 1,94 
» best. in g. — 2,07 _- _ _ 2,02 _ es 
* Bei Berechnung der Mittelwerte nicht beriicksichtigt. ; 
‘ | 


Zu Versuchsreihe 26: Séurebildung aus nicht isolieg™weiter 
mit Pilzdecken, die bereit@er Kx 

















Versuchsnummer...... . 296 297 298 Mittel 200 3000 | Ol —- 4 
Versuchsreihe ........ 26a: nicht erhitzte Kulturflissigkeit , 
Vereuchedawer ........ an Tage 6 Tage 
Ana 
Pilzdecke in g . | 1,83 1,05 | 0,87 1,08 1,93 1,89 2,18 a) 
CaO ing. . ... . | 0,390) 0,324) 0365) — 0,241 0,321 0,266 299 
Ca-Oxalat ing... . . | 0,32 050 021 034 0382 O19 042 (il 
Ca-Citrating. .... | 149 056 | 068 | 0,91 112 068 097 (06 
Ca-Gluconat, ber. in g . | 334 277 318 3,08 2,06 2,75 2,28 ob 
a best. ing . 3,36 — | — — — —_ _— 
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Glyfiweiter _Kulturfliissigkeit, b) in dritter Kulturfliissigkeit. 
74 6 | 277 Mittel 278 279 280 Mittel 281 282 (283)*  Mittel 
; 24b tae cape 
, 3 Tage 6 Tage 9 Tage 
21 144 143 1,40 1,75 | 1,83 | 1,31 1,89 | 0,79 084 sa) 0,82 
32) 0476 — — 0,399 | 0,419 | 0,347. — | 0,303 | 0,278  (,289) 
39 027 0,27 024 034 | 041 (0,79 048 | 1,42 | 152 = (0,96) 1,47 
16 0,21 _ 034 — 0,66 0,99 082 | 1,17 1,05  ,25) 1,11 
75 4.08 —_ 3,95 3,42 (3,59 | 2,98 3,33 | 2,59 238 «(as | 2,48 
305 294 299 — 2,72 _— —- i> — . —_ 
rfliissigkeit vorhandenem Ca-Gluconat mit gewdhnlichen Pilzdecken. 
° 291 292 Mittel 293 294 295 Mittel 
25b: erhitzte Kulturfliissigkeit 
"3 Tage oz 6 Tage ie 
Ap 
0,72 0,72 0,72 0,56 0,49 0,62 0,56 
1) 0,282 0,310 —_ 0,216 0,309 _ — 
0,49 0,46 0,47 1,07 0,75 - 0,91 
0,40 0,45 0,42 0,56 0,48 _ 0,52 
s) 2,42 2,66 2,55 1,84 2,65 — 2,24 
7 on = ai ~— — _ _ 
e i 
\ : 
eq@peiter Kulturfliissigkeit vorhandenem Ca-Gluconat 
itfater Kulturfliissigkeit waren. 
303 304 Mittel 306 307 | 308 Mittel 
ae re a 26b: erhitzte Kulturflissigkeit 
3 Tage = 4G i, eo 
werte 
1,05 1,24 1,45 1,77 1,93 1,62 1,77 
0,300 0,358 — 0,276 0,179 0,339 _ 
0,39 0,31 0,27 0,35 0,42 0,36 0,37 
1,53 0,49 1,03 0,72 1,25 0,61 0,86 
2,58 3,07 2,73 2,37 1,54 2,90 2,27 
— 3,15 ~- — —_ -- - 
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geringere Mengen von Citronensiure gebildet werden, als durch ge. 
wohnliche Pilzdecken; dafiir wurden jedoch in dritter Kulturflissigkeit 
gréBere Mengen von Oxalsiure gebildet. Dieses Ergebnis bildet in 
gewissem Sinne eine Parallele zu dem friiher gemachten Befund!, das 
Pilzdecken, die sich auf einer zweiten Kulturfliissigkeit befanden 
die NaHCO, bzw. Na, CO, enthielt, in dritter Kulturfliissigkeit reichlich 
Oxalsiure bildeten. Weitergehende Folgerungen sollen jedoch aus den 
hier gemachten Beobachtungen nicht gezogen werden. 

Es sei noch darauf hingewiesen, daB in der Versuchsreihe 23) 
die Zahlen fiir die vorhandenen Ca-Gluconatmengen von denen der 
Versuchsreihe 23a stark abweichen, insbesondere am zehnten Tage 
der Versuchsdauer. Da dies nicht ganz erklarlich erscheint (insbesondere 
ist der weitere Anstieg der Ca Gluconatmenge in den Versuchen 265 
bis 267 unwahrscheinlich), muB die Méglichkeit offen gelassen werden. 
daB andere Saéuren mit lislichen Ca-Salzen vorhanden sein miissen, 
die bei Berechnung des Ca-Gluconats aus dem CaO gréBere Mengen 
desselben vortauschten; hierauf wurde auch in der vorhergehenden 
Mitteilung hingewiesen. 


2. Die jeweiligen aus Ca-Gluconat selbst gebildeten Saiuremengen 
sind zum besseren Vergleich in iibersichtlicher Weise in Tabelle X 
wiedergegeben. Es geht daraus hervor, daB durch Piizdecken, die 
bereits auf zweiter Kulturfliissigkeit sich befanden, aus reinem Ca- 
Gluconat bedeutend gréBere Siuremengen gebildet werden, und zwar 
sowohl Oxal- als auch Citronensaure, als durch gewéhnliche Pilzdecken. 


In Zusammenhang damit ist auch der Verbrauch an Ca-Gluconat 
durch Pilzdecken, die sich bereits auf zweiter Kulturfliissigkeit befanden, 


Tabelle X. 


Vergleich der aus Ca-Gluconat in den Versuchsreihen 24 bis 26 
gebildeten Saéuremengen. 














Ca+Citrat- || Ca-Oxalat 
Coiusenat || Zweite Deitte |— Mittelwerte I Mittelwerte = 

Vers 1] i i al Ht 
suchs* |) seine Kultucfidestekeit|| faces: | Gceine | Versuchsdauer, Tage 
reibe | Subse |-———_-———_| keit | keit | 

| S82 | sekoche|#ekocht | bsjes;otsfteltes 

eee | 
24a} +{/—;— i} + — | 020 027 0,26 0,56 0,98 | 0,53 
4b} + | — an + | 034/082 1,11 0.24 048 1,47 
Sei — | + — | + — |109/097  — 031 066 — 
oy = } = + | + — |042'052' — (047 0911 — 
Bea — | + —_ | + |072/0,74' — '034/031' — 
2b); — | — _ + (1083/0866 — 027 037 — 


' Bernhauer, diese Zeitschr. 172, 313, 1926. 


/ 
i 
k 
: 
Li 
t 








keit 
in 
lab 


en 


ich 
len 








Chemismus der Citronenséurebildung durch Pilze. IT. 339 


intensiver als durch gewéhnliche Pilzdecken; auch hier zeigt der Ver- 
gleich der berechneten und gefundenen Zahlen fiir Ca-Gluconat eine 
starke Divergenz, die wohl auf die Gegenwart anderer Sauren mit 
lislichen Ca-Salzen zuriickzufiihren ist. 

3. Ein Vergleich der Saéuremengen, die aus nicht isoliertem, von 
den Pilzdecken unmittelbar erzeugtem Ca-Gluconat gebildet wurden, 
ergibt folgendes Bild. Aus derartigen Ca-Gluconatlésungen wurden in 
dritter Kulturfliissigkeit im allgemeinen gréBere Mengen von Citronen- 
siure gebildet, als durch gewéhnliche Pilzdecken, die also nur auf erster 
Kulturfliissigkeit zur Entwicklung gebracht worden waren. In dritter 
Kulturfliissigkeit erwies sich die Saurebildung unabhangig davon, 
ob die dargebotene Kulturfliissigkeit zuvor erhitzt worden war oder 
nicht (vgl. Versuchsreihe 26a mit 26b). Jedenfalls kommt eine Mit- 
wirkung irgendwelcher Enzyme oder Aktivatoren der Saurebildung, 
die sich in der Kulturflissigkeit befinden kénnten, unter diesen Be- 
dingungen nicht zum Ausdruck. Anders ist das Verhalten gewohnlicher 
Pilzdecken bei der Einwirkung auf analoge Lésungen von Ca-Gluconat. 
Hierbei wird die nicht erhitzte Ca-Gluconatlisung deutlich besser in 
Citronensaéure umgesetzt als eine erhitzte, in der eventuell vorhandene 
Enzyme oder Aktivatoren der Citronensaurebildung bereits vernichtet 
sind. Die Oxalsaurebildung dagegen ist unter den letzterwahnten 
Bedingungen erhéht gegeniiber Versuchen, in denen nicht erhitzte 
Fliissigkeiten zur Verwendung kamen. 

4. Ein Vergleich der aus Glucose in zweiter Kulturflissigkeit 
gebildeten Mengen von Ca-Citrat mit den aus Ca-Gluconat gebildeten 
zeigt demnach, da unter bestimmten Bedingungen bereits fast gleiche 
Werte erreicht wurden. Aus Glucose waren am siebenten Tage der 
Versuchsdauer in zweiter Kulturfliissigkeit 1,26 bzw. 1,07 g Ca-Citrat 
gebildet, wenn man die am vierten Tage gebildete Ca-Citratmenge 
abzieht und somit nur die aus dem gerade erzeugten Ca-Gluconat 
gebildete Ca-Citratmenge beriicksichtigt (Versuche 256 bis 258); am 
zehnten Tage 1,08 g bzw. 0,89 g. Bei Einwirkung von Pilzdecken, die 
sich bereits auf zweiter Kulturfliissigkeit befanden, auf eine Lisung 
von nicht isoliertem Ca-Gluconat wurden ahnliche Ca-Citratmengen 
erhalten, nimlich 0,72 und 1,03 g am dritten (siebenten) Tage und 
0,74 und 0,86 g am sechsten (zehnten) Tage; ebenso waren aus dar- 
gebotenem reinen Ca-Gluconat in dritter Kulturfliissigkeit am sechsten 
(zehnten) Tage bereits 0,82 g Ca-Citrat, also durchaus analoge Mengen 
gebildet. Dagegen waren aus reinem Ca-Gluconat in zweiter Kultur- 
fliissigkeit am sechsten Tage nur 0,27 g Ca-Citrat, dafiir aber gribere 
Mengen Ca-Oxalat gebildet. 

Aus den erhaltenen Versuchsergebnissen lassen sich folgende 


Schliisse ziehen: 
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1. Wahrend der Einwirkung der Pilzdecken auf eine Kultur. 
fliissigkeit, die 10°, Glucose und CaCO, enthialt, scheinen in der Piiz- 
decke Enzyme oder Enzymaktivatoren gebildet zu werden, mit deren 
Hilfe sich die Umwandlung von Ca-Gluconat in Ca-Citrat leichter 
volizieht; denn solche Pilzdecken vermégen aus Ca-Gluconat gribere 
Mengen von Ca-Citrat zu bilden als Pilzdecken, die bloB auf erster 
Kulturflissigkeit sich befanden. Ob fiir dieses Verhalten nur der Wechse! 
der Kulturflissigkeit verantwortlich zu machen ist oder eine bestimmte 
Zusammensetzung dieser, beispielsweise die Gegenwart einer C- Quelle. 
aus der primar Gluconsaure entstehen kann, oder die Reaktion der 
vorhergehenden Kulturfliissigkeit oder irgend ein anderer Faktor. 
bleibt noch zu entscheiden. Uber weitere Versuche in dieser Richtung 
soll in anderem Zusammenhange, namlich innerhalb der Publikations- 
serie ,,Beitrage zur Enzymchemie der Saurebildungsvorgiinge bei 
Aspergillus niger’ berichtet werden, da durch die gewonnenen Er- 
gebnisse bereits enzymchemische Probleme aufgerollt erscheinen. Im 
AnschluB an die gewonnenen Ergebnisse soll der Versuch gemacht 
werden, die Frage zu entscheiden, ob der Vorgang der Citronensiure- 
bildung auf einen enzymatischen ProzeB zuriickgefiihrt werden kann. 

2. AuBer der Bildung und dem Vorhandensein von Enzymen. 
an denen sich die Umwandlung der Glucon- in Citronensiéure zu voll- 
ziehen scheint, oder irgendwelchen hierbei beteiligten Aktivatoren 
in den Pilzdecken selbst, werden jedoch solche anscheinend auch in 
die Kulturfliissigkeiten: abgeschieden, denn bei der Einwirkung von 
gewohnlichen Pilzdecken auf eine durch die Pilze unmittelbar hergestellte 
Lésung von Ca-Gluconat werden aus der unveranderten, nicht erhitzten 
Fhissigkeit gréBere Mengen von Ca-Citrat gebildet, als aus der eine Stunde 
lang auf 100° erhitzten Fhissigkeit (vgl. Versuchsreihen 25a und 25b). 
Man gewinnt daraus den Eindruck, als ob durch das Erhitzen irgend- 
welche Enzyme oder thermolabile Enzymaktivatoren vernichtet wiirden. 
Die eingehendere Untersuchung dieser Frage ist enzymchemischer 
Natur, und daher soll hieriiber im oben erwaihnten Zusammenhang 
Mitteilung gemacht werden. 

3. Zusammenfassend |éBt sich daher sagen, daB auf Grund der 
gewonnenen Ergebnisse die Frage, wieso aus Ca-Gluconat selbst weniger 
Citronenséure entsteht als aus Glucose, auch wenn diese zunichst 
in Ca-Gluconat tibergefiihrt wird, so zu beantworten ist, da wahr- 
scheinlich wahrend des Prozesses der Glucoseumwandlung Enzyme 
oder Enzymaktivatoren in den Pilzdecken gebildet und wohl auch 
teilweise in die Kulturfliissigkeiten abgeschieden werden, die eine 
bessere Uberfiihrung von Ca-Gluconat in Ca-Citrat erméglichen, 
als eine solche bei Einwirkung gewohnlicher Pilzdecken auf Ca-Gluconat- 
lésungen statthat. Demnach scheinen die gewonnenen Ergebnisse 
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darauf hinzudeuten, daB wir es auch beim ProzeB der Citronensiure- 
bildung mit einem enzymatischen Vorgang zu tun haben; diese Vor- 
stellung soll den diesbeziiglichen weiteren Untersuchungen als Arbeits- 
hypothese zugrunde gelegt werden. 

4. SchlieBlich diirfte die weitere Verfolgung der gewonnenen 
Ergebnisse auch einen Schliissel zur Klarung des Chemismus der 
Citronensaurebildung usw. bilden, wie folgende Uberlegung zeigt. 
Die Beweisfiihrung von Walker, Subramaniam und Challenger’ fir 
die Richtigkeit der Anschauung, daB die Citronensdurebildung tiber 
Glucon- und Zuckersiure verlaufe, stiitzt sich auBer auf die rein 
chemische Realisierbarkeit dieser Méglichkeit (iiber Ketipinsaure)* 
und der Auffindung von Glucon- und Zuckerséure in den Pilzkulturen 
auf die Beobachtung, da®B Aspergillus niger aus Gluconsaure sowie 
aus Zuckersaéure Citronensiure zu bilden vermag. Nun besteht aber 
demgegeniiber zunachst die Schwierigkeit, daB die Ausbeute an Citronen- 
siure aus diesen primiéren Oxydationsprodukten, insbesondere aus 
Zuckersaure, sehr gering ist, jedenfalls geringer als aus Glucose. Wenn 
es nun gelingt, zu zeigen, daB aus diesen Substanzen annahernd die 
gleiche Menge an Citronensiure erzielt werden kann, wie aus Glucose, 
so ist eine weitere Stiitze fiir die Anschauung gewonnen, dab diese 
Substanzen tatsiichlich Zwischenprodukte bei der Umwandlung der 
Glucose in Citronensiure darstellen. Dieser Nachweis konnte in der 
vorliegenden Untersuchung hinsichtlich der Gluconsaure erbracht 
werden. Uber den weiteren Verlauf des Vorganges ist damit ailerdings 
noch nichts ausgesagt. 


Anhang. 


Anhangsweise sei noch mitgeteilt, daB die hier durchgefiihrten Versuche 
spaiter mit dem gleichen Pilzstamm durchgefiihrt wurden, doch erwies 
sich derselbe stark verindert, indem er aus unbekannten Griinden sein 
Vermégen zur Citronenséurebildung fast ganz verloren hatte. Es konnten 
daher keine weiteren unmittelbar anschlieBenden Untersuchungen durch- 
gefiihrt werden, und dies gab auch den Anla®8 zur Publikation einer Reihe 
von Ergebnissen, die noch nicht véllig abgeschlossen erschienen. 

In diesem Zusammenhange sei noch erwaéhnt, da8 auf Grund der Beob- 
achtung, daB die aus dem CaO berechneten und durch Abscheidung be- 
stimmten Mengen von Ca-Gluconat vielfach stark divergierten, Versuche 
zur Ermittlung sonstiger Zwischen- oder Nebenprodukte des Saurebildungs- 
prozesses vorgenommen wurden, iiber deren Ergebnisse hier noch kurz 
berichtet sei. 

In acht Erlenmeyerkolben von 500 ccm Inhalt wurden die Pilzdecken 
(urspriinglicher Stamm IT) in gewohnlicher Weise zur Entwicklung gebracht 
und sodann auf je 100 ccm einer 8%igen Ca-Gluconatlésung einwirken 
gelassen. Nach zwdlftagiger Versuchsdauer (bei 34 bis 35°) wurden die 


1 Soc. 1927, 8S. 3044. 
2 Franzen und Schmitt, B. 58, 222, 1925. 
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Fliissigkeiten vereinigt, filtriert und durch Kochen vom Ca-Citrat befrei: 
Beim weiteren Eindampfen schieden sich zunéchst noch geringe Menge: 
von Ca-Citrat aus, und sodann wurden Niederschlige von Ca-Salzen e) 
halten, bei denen Deniges Reaktion auf Citronenséure zunéchst nur schwac! 
war und bei den weiteren Niederschligen ganzlich ausblieb. Die CaO 
Bestimmungen dieser Niederschlage gaben Zahlen, die fiir die Gegenwart 
von Ca-Salzen von der Zusammensetzung Cg,H,O,Ca sprachen. 

7,244 mg Substanz gaben 3,736 mg CaS0O,, 5,445 mg gaben 3,072 my 

C,H,O,Ca. Gef.: 15,14% CaO, 16,60°, CaO; 
ber.: 16,05% CaO. 

Hierbei kommen wohl am ehesten Zuckerséure oder Glycerinséure in 
Betracht. Eine eingehendere Untersuchung war wegen der geringen er- 
haltenen Mengen nicht médglich. 

Zuckerséure kénnte durch weitere Oxydation aus Gluconséure ent- 
stehen und wurde von Walker und Mitarbeitern (1. c.) auch tatsachlich 
in Kulturen von Aspergillus niger auf Glucose und Ca-Gluconat aufgefunden 
und identifiziert (1. c.) Glycerinsfure kénnte man sich aus Gluconsiure 
entstanden denken, wenn man annimmt, daB dieselbe bei ihrer Umwandlung 
zunéchst in C,-Ketten zerfallt, von denen nur die eine fiir den Aufbau der 
Citronenséiure verwertet wird (Glycerin ?). Diese Frage bleibt noch offen. 

Im AnschluB8 daran seien noch Versuche mitgeteilt, die zur Entscheidung 
der Frage nach dem Auftreten von C,-Ketten aus C,-Verbindungen bei- 
tragen sollten. In Kulturfliissigkeiten, die bei der Einwirkung von Pilz- 
decken auf Ca-Gluconatlésungen erhalten worden waren, wurden nach dem 
Filtrieren und Einengen Glycerinbestimmungen nach Zeisel und Fanto' 
unter Verwendung der Apparatur von H. Meyer*® durchgefiihrt. Hierbei 
wurden stets Fallungen von AgJ erhalten, die allerdings recht gering 
waren; Téuschung iiber die Herkunft derselben waren durch Kontroll- 
bestimmungen in nicht verarbeiteten Kulturfliissigkeiten ausgeschaltet. 
In den besten Fallen wurden aus 4g Ca-Gluconat 0,136 g berechnet als 
Glycerin erhalten. Natiirlich kénnen diese vorléufigen Ergebnisse noch 
nicht als Beweis dafiir angesehen werden, daB die Gluconséure oder andere 
C,-Verbindungen tatsachlich erst in Substanzen mit drei C-Atomen iiber- 
gefiihrt werden, doch geben die gemachten Befunde einen gewissen Anhalts- 
punkt hierfiir. Uber die eingehendere Untersuchung dieser Fragen soll 
demniachst berichtet werden. 


1 Zeisel und Fanto, H. 30, 408, 1900. 
? H. Meyer, Analyse und Konstitutionsermittlung organischer Ver- 


bindungen. 
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Die quantitative Verteilung des Goldes in den Organen gesunder 
und tuberkuléser Kaninchen 
nach Behandlung mit Goldpraparaten. 


I. Mitteilung: 
Versuche an nicht tuberkulésen Kaninchen. 


Von 


B. Brahn und G. Weiler. 


(Aus der chemischen Abteilung des staédtischen Krankenhauses 
im Friedrichshain.) 


(Eingegangen am 13. April 1928.) 


Im Rahmen der gemeinsam mit Henius ausgefiihrten Versuche 
iiber die chemotherapeutische Wirkung des Goldes haben wir die 
quantitative Verteilung verschiedener Goldpraparate in den Organen 
gesunder und tuberkuléser Kaninchen untersucht. An Goldpraparaten 
gelangten zur Anwendung Nr. 2949 der I. G. Farbenfabriken mit einem 
Goldgehalt von 42 °, (das Praparat ist eine Goldthioharnstoffverbindung 
und wird demniachst von der I. G. Farbenindustrie A. G. unter dem 
Namen ,,Lopion“ in den Verkehr gebracht), Nr. 2950 der gleichen Firma 
mit 21,9°,, Gold und Sanocrysin mit 37,35°, Gold, entsprechend der 
Formel (S,O, Au) Na Na, 8, O;. Die Versuche mit Solganal Schering werden 
im zweiten Teil der Arbeit erscheinen. Die goldhaltigen Verbindungen 
enthielten mit Ausnahme des Sanocrysin das Gold organisch gebunden 
und waren ziemlich leicht in Wasser léslich. Ihr Goldgehalt schwankte 
zwischen 21,9 und 42°. Die Dosis tolerata war auBerordentlich ver- 
schieden und bei einigen Priparaten so gering, daB die Tiere wochen- 
lang gespritzt werden muBbten, um die Organe geniigend mit Gold 
anzureichern. Die Lésung der Priparate wurde in die Ohrvene 
injiziert. Im allgemeinen erhielten die Tiere jeden zweiten Tag eine 
Einspritzung bei ziemlich gleichbleibenden Dosen, um den Organen 
moglichst hohe Goldmengen zuzufiihren, ohne zu viel Verluste durch 

23* 
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vorzeitige Vergiftung zu haben. Nachdem eine fiir die quantitat; 
Auswertung der einzelnen Organe geniigende Goldmenge eingespritz: 
war. wurden die Tiere getétet. Zur Untersuchung gelangten in erst: 
Linie Nieren, Leber, Lunge, Milz, Herz, Darm, Magen, weiter); 
Gehirn, Knochen, Fell, Fleisch und in einigen Versuchen Blut, bei dey 
Serum und Blutkuchen einzeln analysiert wurden. Bei einen 
schwangeren Tiere, das wihrend der Dauer des Versuchs fiinf Juny 
geworfen hatte, wurden zwei Junge in toto verascht. Bei der Sektic 
erwies sich das Tier wieder als gravid, und es wurden die vorhanden« 
acht Embryonen zusammen in den Eihiillen und der Uterus auf Go! 
untersucht. In den am Ende aufgefiihrten Protokollen sind nur «i» 
Tiere enthalten, die nach der folgenden Veraschungsmethode analysier' 
worden sind. Eine groBe Reihe der ersten Resultate wurde nicht aut 
gefiihrt, da es sich herausstellte, daB nach der anfangs angewandte: 
Methode das Gold sich nicht quantitativ bestimmen lieBb. Die jetziy: 
Untersuchungsmethode erlaubt noch die geringsten vorhandenen Gol: 
mengen bis zu '/j99) mg mit Sicherheit zu bestimmen. 


Fiir die freundliche Unterstiitzung bei Ausarbeitung der ana 
lytischen Methoden sind wir Herrn Dr. Stammreich vom photochemische: 
Institut der Technischen Hochschule zu vielem Dank verpflichtet 


Methodik des, Goldnachweises. 


Die gewogenen Organe werden grob zerkleinert, bei sehr groBen Mengen 
‘wie z. B. Fleisch, durch die Fleischmaschine gedreht und in weithalsig: 
Extraktionskolben aus Jenaer Glas von 2 bis 3 Liter Inhalt gebracht 
Es wird so viel rauchende konzentrierte Salpeterséiure zugegeben, daB dic 
Organe véllig bedeckt sind, und schwach erwarmt. Nach einiger Zeit setz' 
eine sehr lebhafte Reaktion ein, und unter Entwicklung groBer Mengen 
Stickoxyde tritt in kurzer Zeit véllige Verfliissigung der Organe ein. Jetzt 
wird vorsichtig konzentrierte Schwefelsiure zugesetzt und langsam erhitzt 
bis die roten Dampfe véllig verschwunden sind und die Verkohlung beginnt 
Zu der Kohle gibt man so viel konzentrierte Schwefelséure, daB sie vdlliz 
damit bedeckt ist. Unter starkem Erhitzen auf dem Baboblech 148t man 
tropfenweise aus einem Tropftrichter rauchende Salpeterséure zuflieBen, 
bis die Fliissigkeit véllig klar ist. Fast alles vorhandene Gold hat sici 
dann am Boden abgesetzt. Nach dem Erkalten wird mit Wasser verdiinnt 
wobei héufig durch gebildete Nitrosylschwefelséure Stickoxyde entweichen, 
die durch Aufkochen véllig entfernt werden. Auch bilden sich hierbei 
kolloidale Goldlésungen, aus denen sich das Gold erst nach mehrstiindigem 
Stehen abscheidet. Die in der Schwefelséure gelést bleibenden Goldmenge: 
betragen Bruchteile eines '/;,mg und kommen daher nur in Betracht. 
wenn die Gesamtmenge eine sehr kleine ist. Das ausgeschiedene Gold wir 
auf ein quantitatives Filter gebracht und dieses in einem kleinen Porzellan 
tiegel verascht. Dann wird zu dem Riickstande eine Messerspitze ent 
wasserter Borax gegeben und tiber dem Sauerstoffgeblise geschmolzen 
Es bildet sich meist eine einzige Kugel, die mit verdiinnter Séure heraus 
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gelést und auf der Sartoriusschen Mikrowage gewogen wurde. Zum 
schnelleren Herauslésen der Goldkugel ist es zweckmaéSig, den ganz heiBen 
Tiegel in kaltes Wasser zu werfen. Porzellan und Borax lassen sich dann 
meist ohne Schwierigkeit von der Goldkugel entfernen. 


Bei der Veraschung der Knochen haben wir die angegebene Methode 
etwas abgeéindert. Die Knochen werden mit rauchender Salpeterséure 
ibergossen und schwach erwérmt. Nach einiger Zeit tritt unter lebhaftester 
Reaktion, oft unter Feuererscheinung véllige Verkohlung ein. Die Kohle 
wird hierauf mit Kénigswasser mehrfach ausgekocht, bis fast alles in Lésung 
gegangen ist, die Fliissigkeit mit viel Wasser verdiinnt und filtriert. Das 
Filter wird gut ausgewaschen und zusammen mit dem Riickstand verascht 
und nach der beschriebenen Methode auf Gold untersucht und das gefundene 
Gold zu der im Filtrat gefundenen Menge hinzugefiigt. Im Filtrat wird 
das Calcium mit Schwefelséure im UberschuB8 gefallt, der ausgeschiedene 
Gips abfiltriert und die Lésung bis zur vélligen Entfernung der Salz- und 
Salpeterséiure erhitzt. In der zuriickbleibenden konzentrierten Schwefel- 
saure scheidet sich das Gold ab und wird wie oben bestimmt. Sollten noch 
gréBere Salzmengen auskristallisieren, so muB nochmals mit Kénigswasser 
extrahiert und mit Schwefelséure eingedampft werden. Bei Organmengen 
unter 10g kann man direkt nach Newmann veraschen, indem man zur 
Substanz ein Gemisch von konzentrierter Schwefelséure und rauchender 
Salpeterséure gibt und erhitzt. Wenn die Fliissigkeit nach Vertreibung der 
Salpeterséure noch nicht klar ist, gibt man nochmals einige Kubikzentimeter 
rauchender HNO, hinzu. Die Veraschungsdauer kleiner Mengen betrigt 
etwa 1 Stunde, fiir 20 bis 100 g etwa 2 bis 3 Stunden. Mengen von mehreren 
100 ¢ benétigen bis zu 8 Stunden zur vdélligen Veraschung. 


Finden sich in der vdéllig klaren Veraschungsfliissigkeit keine oder 
nur sehr geringe Mengen abgeschiedenen Goldes, so miissen éuch die kleinen 
Anteile bestimmt werden, die in Lésung geblieben sind. Die Lésung wird 
in ein Becherglas gespiilt, stark verdiinnt und so viel einer Lésung von 
Mercurinitrat, wie 2g Hg entspricht, zugegeben. Das Mercurinitrat er- 
hielten wir durch Kochen einer Lésung von Mercuronitrat mit konzentrierter 
Salpeterséure. Dann wird mit Ammoniak stark alkalisch gemacht und die 
Fliissigkeit mit heiBer konzentrierter Hydrazinsulfatlésung bis zur volligen 
Reduktion des Quecksilbers versetzt. Diese ist beendet, wenn kein Auf- 
brausen auf Zusatz von Hydrazin erfolgt. Das ausgeschiedene Quecksilber, 
das auch die allergeringsten Mengen Gold enthalt, wird abzentrifugiert 
und im Zentrifugenréhrchen mit etwa 50°,iger Salpeterséure iibergossen. 
Man léBt die Saéure so lange einwirken, bis noch eine ganz kleine Quecksilber- 
kugel vorhanden ist, verdiinnt mit Wasser und spiilt sie in ein kleine» 
Porzellanschalchen iiber. Hier wird sie mit 40°,iger Salpeterséure auf- 
gelést. Das hinterbliebene Gold wird mit Borax iiber dem Gebliase ge- 
schmolzen und, da die Mengen zur Wagung meist nicht ausreichen, mit 
einem Fadenmikrometer unter dem Mikroskop gemessen und auf diese 


Weise das Gewicht berechnet. 


Ergebnisse. 


Bei Vergleich der Analysenresultate nachstehender Protokolle 
tritt in erster Linie folgender Unterschied deutlich hervor: Bei den 
Versuchen mit Praparat 2949 ist die Hauptmenge des Goldes in der 





346 B. Brahn u. G. Weiler: 


Leber gefunden worden, wahrend bei den Versuchen mit Priaparat 29.) 
und Sanocrysin die bei weitem gréBte Menge des Goldes sich immer 
in den Nieren vorfindet. Das Verhiltnis der Goldmengen in Lebe: 
und Niere ist bei Praparat 2949 in sechs Fallen von neun etwa 3: | 
Anders verhilt sich Praparat 2950, hier ist das Verhiltnis Niere 2. 
Leber um so hoéher, je rascher das Tier nach der Injektion gestorben ist 
In Fall la, in dem das Tier durch eine hohe Dosis vergiftet wurc 
und 12 Stunden spater starb, ist das Verhaltnis 19:1. Wahrend be; 
Kaninchen 3a, das 4 Wochen lang behandelt wurde, das Verhiltnis 5: | 
besteht. Auch im Goldgehalt der Milz sind wesentliche Unterschiece 
zu finden. Praparat 2949 ergibt fast durchweg hohe Werte fiir die Milz 
die im Falle 8727 und 6199 sogar den Goldgehalt der Leber iibertreffen 
Bei Sanocrysin finden wir bereits erheblich niedrigere Zahlen, die bei 
2950 mit Ausnahme von Tier 3a zu sehr geringer GréBbe herabsinken 
Ziemlich gleichbleibend fiir samtliche Praparate sind die in der Lunge 
gefundenen Goldmengen. Sie erreichen in keinem Falle besonders 
hohe Werte und stehen durchschnittlich an vierter bis sechster Stelle 
Die nun folgenden Organe, wie Darm, Magen, Fell, Fleisch, Knochen 
schwanken auBerordentlich stark, so daB sich kaum Parallelen auf 
stellen lassen. Beim Herzen sind die gefundenen Mengen bei Praparat 
2950 erheblich geringer als bei den anderen. Die geringsten Werte fanden 
sich fast durchweg fiir das Gehirn. Parallel mit der Anhaiufung des 
Goldes in den Nieren scheint die Giftigkeit der angewandten Praparate 
zu gehen. 2949 wurde in Einzeldosen von 0,6 g = 0,25 g Au von 3000 ¢ 
schweren Tieren gut vertragen, wihrend Sanocrysindosen von 0,12 

0,044 g Au bereits haufig zum Exitus fiihrten. Eine mehrfach beob- 
achtete Erscheinung bei Sanocrysininjektionen war eine sehr starke 
Gewichtsabnahme der Tiere. So erhielt ein Kaninchen innerhalb von 
6 Tagen 0.3 = 0,11 g Au und verlor in der Zeit 900g an Gewicht 
(Anfangsgewicht 2600 g). Ein anderes Tier mit einem Gewicht von 
2400 g erhielt in 4 Tagen 0,34 g == 0,12 g Au. Es kam 10 Tage spater 
zum Exitus und wog dann nur 1300 g. Von Praparat 2950 vertrugen 
die Tiere von etwa 2000 g Gewicht Dosen von 0,25 g = 0,055 g Au 
meist nur kiirzere Zeit. Die lingste erzielte Lebensdauer bei Injektion 
an jedem zweiten Tage war 4 Wochen. Das Verhiltnis der gesamten 
injizierten Goldmengen zu der gesamten in den Organen wieder- 
gefundenen schwankte bei den einzelnen Praparaten in ziemlich dem 
gleichen Mabe. Der héchste Wert wurde bei Praparat 2949 mit 67,15°, 
gefunden. 

Die Versuche iiber die Verteilung des Goldes im Blute, iiber die 
Menge des vorhandenen Goldes im Serum und im Blutkuchen und 
ferner iiber die Verteilung in den verschiedenen Bestandteilen des 
Serums sind im Gange. Wir werden sie im zweiten Teil der Arbeit, 
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den Versuchen an tuberkulésen Kaninchen, zusammen mit den Unter- 
suchungen tiber Solganal, Schering, mit veréffentlichen. 

Die Arbeit wurde mit freundlicher Unterstiitzung der Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt, der wir hiermit unseren 
herzlichsten Dank aussprechen. 
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Prdparat 2949 


Goldanalysen. 


Kaninchen Nr. 6195 


42% Au. 


erhielt am 22. und 29. Januar sowie am 5. Februar 0,6 g, insgesamt 1,8 g 


0.76 Au. 


Anfangsgewicht 2800 g. 


Das Tier wird sofort nach der letzten Injektion getétet. 
Endgewicht 2600 g. 





Gefundene Goldmenge in 


Organ Gewicht 
my mg"), des Organs 
Nieren . 15 35,51 237,0 
Leber . 96 169,04 176.0 
Milz. 1.38 2,20 122,0 
Lunge . 23 13,42 58,3 
Herz 7.8 2,92 37,4 
Magen. 29 8,41 29,0 
Darm 125 34,51 27.6 
Knochen ° 180 ‘ 24,20 13,4 
Fleisch 945 85,44 » 9,04 
Gehirn. 7 0,58 8,28 
Fett. 126 6.76 5,36 
Fell . 418 13,36 3.19 
396,35 52.15 % 


erhielt am 22. und 
ganzen 2,4 ¢ 


Injektion getétet. 


29. Januar sowie 5. und 
Das Tier wird 5 Wochen nach der letzten 
Endgewicht 2500 g. 


101g Au. 


Kaninchen Nr. 6199 


Anfangsgewicht 2300 g. 


12. Februar je 0,6g, im 





Getundene Goldmenge in 


Organ Gewicht ie 
mg mg-?/, des Organs 
Milz 2,1 6,78 323.0 
Leber . 127 167,79 132.1 
Nieren . 21 8,07 38,4 
Knochen . 152 39,25 25,8 
Darm 211 29,96 14,2 
Magen . 45 5,35 11,9 
Lunge . 33 1,46 4.42 
Herz 13 0,48 3,77 
Fleisch 1361 44,68 3,18 
303,82 — 30,08 °%, 
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Prdparat 2949 42% Au. 
Kaninchen Nr. 29. erhielt vom 16. Juni bis 23. Okt. 6,2 ¢ = 2,6g Au. 8 Ta, 


nach letzter Injektion getétet. 


Anfangsgew. 2400 g¢. Endgew. 3500 ¢ 





Getundene Goldmenge in 


Organ Gewicht — 
mg mgs°/9 des Organs 
Leber . 126 678.2 538.1 
Nieren . 19,6 27,69 142.8 
Knochen . 197 173,17 87,9 
Lunge . 21 6,44 30,67 
Milz . 15 4.41 29.4 
Herz 11 2,34 21,23 
Magen . 36 4.76 13,22 
Darm . 121 2.48 2,07 
Fett . 140 2.84 2,038 
Fleisch 955 2.19 0,229 
Gehirn S 0.0074 0,092 
904.5274 34,79 © 


Kaninchen Nr. 30 erhielt vom 16. Juni bis 23. Oktober 5,4 g¢ = 2,27 4 A) 


8 Tage nach letzter Injektion getétet. 


Gewicht 2600 g. 





Getundene Goldmenge in 


Organ Gewicht 
mg mge°'9 des Organs 
Leber . 146 523.1 358.2 
Nieren . 15 25,44 169.6 
Darm . 160 63,50 39.07 
Knochen . 136 53,24 39,15 
Milz . 12 % 3,97 33,1 
Fleisch 503 126.0 25.0 
Lunge . 18 4,24 23.56 
Herz 9 1,49 16,56 
Magen . 48 4,43 9,23 
Fett . 95 1,8 1,90 
Gehirn 8 0,037 0.46 
807,247 35.6 % 


Kaninchen Nr. 8727, bereits friiher mit Gold behandelt, erhielt dann nach 
einem Zwischenraum von 6 Wochen am 18. und 22. Juli 0,5 ¢, und am 
25. Juli 0.6g. Getétet am 28. Juli. Gewicht 2900 ¢. 





Gefundene Goldmenge in 


Organ Gewicht 
mg mg-°/, des Orguns 
Milz . 1,2 5,94 495.0 
Leber . 91 300,89 329,7 
Nieren . 18 19,35 108,0 
Knochen . 145 81,80 56,4 
Darm 159 55,37 34,8 
Lunge . 14 4,55 32.5 
Magen . 37 10,57 28.6 
Fell . 200 35,38 17,69 
Herz 9 1,47 16,3 
Fleisch 945 64,45 6,82 
579.77 
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Prdparat 2949 


Kaninchen ohne Nummer, 


42%, Au. 
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genau wie Nr. 8727 behandelt. Gewicht 3400 g. 
Gefundene Goldmenge in 
Organ Gewicht 
my mgs!» des Organs 
Leber 110 327.54 297.6 
Milz. 1.6 3,99 249.0 
Nieren 22 12,74 56.6 
Knochen . 169 86.73 52.1 
Darm 175 46.41 26.5 
Fell . 250 61,76 24,7 
Lunge . 19 2.16 11,4 
Magen. . ; 4? 3.68 S81 
Fleisch 2016 58.0 2.38 


603,01 


Kaninchen Nr. 252, 


erhalten 3 g intravendés in der Zeit vom 15. Marz bis 9. April 
getétet am 12. April. 


Gewicht 


1,26 g¢ Au, 
2900 g. 





Getundene Goldmenge in 


Organ Gewicht 
mg 
Leber ony a9 415,37 
Milz . : 1.7 4,114 
Nieren 18 26.54 
Knochen ; 120 127,28 
Lunge . . 45 24,82 
Darm : 183 54,23 
Magen . : 47 6,09 
Fleisch 840 76,24 
Fell. 420 31,75 
Herz 18 0,048 
766.482 
Kaninchen Nr. 882, 


erhalten vom 15. Marz bis 9. April 1,5 g 
Gewicht 


3200 ¢. 


mg-°/9 des Organs 


415.8 
242.0 
147.4 
106.0 
55.15 
29.6 
12.95 
9.08 
7.56 
0.27 


HOI ‘ 


0,63 g Au, gestorben am 11. April. 





Organ Gewicht 
Leber... : 71 
Nieren . 20,5 
Knochen . 141 
Lunge. . . ‘ 32 
Fleise} P 874 
Herz .. : 11 
Darm .. ; 191 
Magen ees « ; 32 
Fell . 352 


Gefundene Goldmenge in 


me 


135.5 
12,25 
51,29 

8.53 
155,72 
1,60 
24.48 
3,68 
29,06 


422.06 


mg-°/> des Organs 


190.8 
58.9 
36,37 
26,65 
17,81 
14,54 

12.8 
11.5 


R25 


67.15 % 
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Prdparat 2949 = 42% Au. 
Kaninchen Nr. 4 


erhielt am 12. Mai 0,65 g, am 14. Mai 0,8 g und am 16. Mai 0,6 ¢ 2,05 


= 0,.86g¢ Au; getétet am 18. Mai. 





Getundene Goldmenge in 


Organ Gewicht 
me 
Rae Ie. 5 67 165.8 
a 25 23,83 
Knochen. . . . 174 67,97 
7 a ae 60 16,15 
SS ere 31 5,03 
aa 469 68,39 
Pe ree 131 20,43 
Magen. . ; 51 4,92 
Fleisch .... 1316 64.17 


456,69 


21,9% Au. 


mg°/9 des Organs 


247,4 
95,3 
39,06 
26.9 
16,2 
14,87 
13,58 

9.65 
4.87 


ja FR « 
DIS 8, 


Prdparat 2950 


Kaninchen la (braun) 


erhielt am 2. August 0,35 g, am 5. August 0,45 g, insgesamt 0,8 g 


gestorben am 6. August. 


O.175g¢ Au; 





\ Gefundene Goldmenge in 
Organ Gewicht 
mg mg-"') des Organs 
Nieren . 17 44.53 260.2 
Leber . 40 7.81 19,53 
Lunge . 10,5 1,20 11,42 
Darm : 66 4,21 6,38 
eee 207 4,76 2,30 
Milz. 0,9 0,017 1,89 
Fleisch 1007 11,9 1,18 
Knochen . SS 0,92 1,04 
Magen. — 0,84 — 
76,187 43,54 % 


erhielt lg = 


Kaninchen Nr. 2a (grau) 


0,219 g Au, nach 12 Stunden gestorben. 


Gewicht 3000 g¢ 





Gefundene Goldmenge in 


Organ Gewicht maciinebliabascms Sansa 
mg mg-®/o des Organs 
Nieren . 18 41,1 228.3 
Lunge . 26 4,42 17.0 
Leber . 93 11,26 12,22 
Darm 129 14,44 11,2 
Magen . 28 1,55 5,53 
Milz. 1,8 0,068 3,78 
Fazes 255 4,20 1,65 
77,038 33,59 % 
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Prdparat 2950 


erhielt vom 25. August 
gesamt 1,37 g 0.30 ¢ 


Kaninchen Nr. 4a 


bis 4. 


Au; gestorben am 9. September. 


21,9% Au. 
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September jeden zweiten Tag 0,25 g, ins- 


Gewicht 1800 g. 





Organ 


Nieren 

Leber 

Darm 

Fell . 

Magen. 

Lunge . 

Milz. 

Gehirn ph 
Fleisch + Knochen 


erhielt vom 
gesamt 2,62 g 


Gewicht 


9 
1004 


Gefundene Goldmenge in 


ine 


42.52 
17,20 
17.51 
28,75 
1,75 
0,27 
0.051 
0,166 
27,16 


135,377 


Kaninchen Nr. 3a 


25. August bis 20. September jeden zweiten Tag 0,25 g, 
0,57 ¢ Au; gestorben am 20. September. Gewicht 1600 g. 


mg°/9 des Organs 


303.6 
20,98 
15.6 
15,46 

7,61 
3.38 
1.96 
1.84 


45.16 % 


ins- 





Getundene Goldmenge in 





Organ Gewicht 
mg mg?» des Organs 
Nieren . 13 71,31 549.0 
Milz. 1.1 1.40 127,0 
Leber . 45 49.74 111,0 
Darm 96 36,37 37,9 
Lunge . 8 0,21 26,2 
Fell . 198 25,92 25.7 
Herz 7 0,09 1,29 
Knochen . 55 4,95 9.0 
Fleisch 448 29.31 5,89 
Magen . 22 0,96 4.36 
2D) IG 38.64 °, 
Kaninchen Nr. 5a (scheckig) 
erhielt am 2. August 0,4 g¢ 0.088 g Au; gestorben am 4. August. 
Getundene Goldmenge in 
Organ Gewicht 
mg mg*"/>9 des Organs 
Nieren 12 11,12 92,7 
Milz. . 0,7 0,144 20,6 
Leber . 52 6,59 12.7 
Fleisch 560 9,24 1,65 
Darm 70 5.13 7,3 
Fell. . 197 7,36 3.74 
Magen . 20 0,66 3,3 
Herz ; 6 0.195 3,25 
Lunge. ... 10 0,28 2,8 
40,719 46,27 % 
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Sanocr ysin 37,35°, At. 


Kaninchen Nr. 8S 1 (schwarz) 
erhielt vom 10. bis 19. Oktober jeden zweiten Tag 0,12 g und am 21. Okto! 
0,222, insgesamt 0,78g = 0,291g Au; gestorben am 22. Oktober 
Anfangsgewicht 3200g. Endgewicht 2450 g. 





Gefundene Goldmenge in 


Organ Gewicht 
mg mg°/y des Orgar 
Nieren és 29 30,38 151.90) 
Milz . ] 0,462 46,2 
Herz .. ; a) 1,36 27,2 
OS eS 97 22.33 23,02 
Darm ie ated Is4 22,04 12,0 
Lunge . a 23 1,84 8,07 
. a : 305 22,22 7,29 
Magen. . 46 2,19 4.76 
Fleisch 1267 29,3 2.46 
Gehirn 5.5 0,068 1.24 
Knochen 153 0.87 O57 
133,060 42.27% Au 


Kaninchen Nr. 8S LI (schwarz-weiB) 
erhielt vom 23. Januar bis 13. Februar jeden zweiten Teg 0,12 ¢. an 
15. Februar 0,15 g und vom 21. Februar bis 7. Marz jeden zweiten Tag 
0,15 g, insgesamt 2,4 g = 0,896 g Au; am 17. Februar Wurf von fiinf Jungen; 
getétet durch Entblutung am 9. Marz. Anfangsgewicht 3700¢. End- 
gewicht 3400 ¢. : 





Getundene Goldmenge in 


Organ Gewicht a : 
mg mg-?/9 des Organs : 
Nieren re eee 21.5 65,85 306.3 i 
Leber .. a 83 33,7 40,6 
ae be ue aa 3.5 0,875 25.0 
Lunge i abate Mea , 13 1,57 12,1 
Uterus . . a) 40 4.47 11.2 
Darm 270 26.74 9.9 
Fell aint let 300 23.0 7.67 
i 63 3,76 5,97 
Serum ; a coal 80 2,64 3,5 
Knochen seria Ay 3 Ls4 4.96 2,70 
Magen eee bi ; 59 1,18 2,0 
OS Se Ji 1576 5,62 0,36 
Blutkuchen . . . <a 42 0,25 0.595 
Gehirn a) 0.034 0.387 3 
Herz . 95 0,066 0.694 
Galle . 5 0.011 0,22 
Embryonen (8) 87 0,58 in | 0,072 
175,306 19.6°, Au 
Ein Junges 34 0,0019 0,0056 
Ein Junges 90 0,051 — 
: 
: 
: 
| 
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Konzentrierung yon Serum durch Ultrafiltration 
mittels der Zentrifuge. 


Von 
A. Téth (Pécs, Ungarn). 
\us dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Berlin.) 


(Eingegangen am 13. April 1928.) 


In einer friiheren Mitteilung' habe ich eine Anordnung zur Ultra 
filtration von kleinen Fliissigkeitsmengen mittels der Zentrifuge an- 
gegeben. Beim weiteren Arbeiten mit dem Apparat, wobei verschiedene 
Sera ultrafiltriert wurden, hat es sich herausgestellt, daB das Serum 
mit der erwahnten Anordnung sich schnell und leicht entwassern laBt. 
ohne daB es dabei irgendwelchen tieferen Eingriffen ausgesetzt zu werden 
brauchte. In Anbetracht der groBen praktischen Wichtigkeit der Frage 
der Konzentrierung von Heilsera ist es deswegen versucht worden, 
die Apparatur auch in gréBeren Abmessungen auszubauen, um mit 
groBeren Fhissigkeitsmengen Versuche anstellen zu kénnen. Es soll 
in dieser Arbeit iiber die Ergebnisse dieser Untersuchungen kurz be- 
richtet werden. 

Die Apparatur, mit welcher die Versuche ausgefiihrt wurden, ent- 
spricht im Prinzip vollkommen der in der oben erwahnten Arbeit mit- 
geteilten, bloB waren die porésen Koérper so dimensioniert, daB sie etwa 
35cem Fassungsraum hatten. Anstatt der Glasbecher sind Metall- 
becher verwendet worden. Das Zentrifugieren geschah mit einer 
Zentrifuge von 4000 maximaler Tourenzahl, wobei die mittlere Ent- 
fernung des porésen Kérpers von der Drehungsachse etwa 15 cm betrug. 
In allen Versuchen wurden die porésen Kérper mit 8°,igem Eisessig- 
kollodium impragniert, und zwar meistens in der Weise, dab der einmal! 
mit destilliertem Wasser durchzentrifugierte Réhrentiegel, mit dem 
Kollodium angefiillt, bei etwa 2000 Touren 5 Minuten lang zentrifugiert 
wurde. Die Réhrentiegel sind nach vollkommenem Abtropfen des 
Kollodiums noch etwa 10 Minuten lang an der Luft gehalten worden 
bevor sie fixiert wurden. Da bei diesen Versuchen ein langdauerndes 
Zentrifugieren nétig war, sind die Filterkerzen, um die Membran vor 
dem Austrocknen zu schiitzen, mit einem kleinen Hartgummideckel 


! Diese Zeitschr. 191, 355 bis 362, 1927. 
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versehen worden. Diese Vorrichtung hat sich sehr gut bewahrt v1) 


hat mehrmaliges, stundenlanges Zentrifugieren der Membran ermdéglic}i 
Alle weiteren Einzelheiten werden bei der Beschreibung der Versuc}) 
besprochen. 


Versuch 1. Es wurde ein Pferdeserum ultrafiltriert, das 6,83 


Eiwei8 enthielt. Der Filter ist nur durch AusgieBen des porésen Kérpers mit 
Kollodium — ohne Zentrifugieren — hergestellt und 2 Tage lang gewassert 


worden. Es wurde 30 Minuten bei 3000 und 20 Minuten bei 3500 Tourenza! 
zentrifugiert. Das Ultrafiltrat zeigte mit Sulfosalicylsiure eine minima\: 
Opaleszenz. 


Volumen des ultrafiltrierten Serums . .. . 36cem 
Volumen des Riickstandes ........ 410 ,, 
EiweiBgehalt des Riickstandes. . . . . . . 19,69 g¢-°) 


Abnahme des Volumens von 36 auf 10 ccm 
(72,2°%, d. h. um das 3,6fache) 

Zunahme des EiweiBgehalts von 6,83 auf 19,69 g-°, 
(288%, d. h. um das 2,8fache) 


Die Diskrepanz zwischen der Abnahme des Volumens und der Zunahme 
des EiweiBgehalts habe ich auch bei den weiteren Versuchen gesehen. 
Dazu muB bemerkt werden, daB die Riicksténde nach der Ultrafiltration 
sich wegen der hohen Viskositét nicht genau abmessen lassen, so daB die 
Zunahme des EiweiBgehalts, die durch Stickstoffbestimmung nach Kjeldah/ 
ermittelt wurde, ein verléBlicheres MaB fiir die Konzentration des Serums 
gibt, als die Abnahme des Volumens. 


Versuch 2. Pferdeserum von 6,83 g-°, EiweiBgehalt wurde ultra- 
filtriert. Der Filter ist durch Zentrifugieren hergestellt und 2 Tage ge- 
wissert worden. Es wurde 30 Minuten bei 3000 und 20 Minuten bei 
3500 Tourenzahl zentrifugiert. Das Ultrafiltrat ist, mit Sulfosalicylséure 
geprift, eiweiBfrei. 


Volumen des ultrafiltrierten Serums . . . . 35 ccm 
Volumen des Riickstandes ........ 9, 
EiweiBgehalt des Riickstandes. . . . . . . 20,3 g-% 


Abnahme des Volumens von 35 auf 9 ccm 
(74,3°%, d. h. um das 3,9fache) 

Zunahme des EiweiBgehalts von 6,83 auf 20,3 g-°, 
(297%, d. h. um das 2,97fache) 


Versuch 3. Pferdeserum von 6,83 g-°,, EiweiBgehalt wurde ultrafiltriert. 
Der Filter ist durch Zentrifugieren hergestellt, 2 Tage gewéissert und vor 
der Benutzung 10 Minuten lang gekocht worden. Es wurde | Stunde bei 
3500 Touren zentrifugiert. Das Ultrafiltrat zeigt mit Sulfosalicylséure eine 
ziemlich starke Triibung. 


Volumen des ultrafiltrierten Serums . . . . 36 ccm 
Volumen des Riickstandes ........ 8,5 


oad 


EiweiBgehalt des Riickstandes. . . . . . . 24,24 g-% 
Abnahme des Volumens von 36 auf 8,5 ccm 
(76,6°%, d. h. um das 4,25fache) 
Zunahme des EiweiBgehalts von 6,83 auf 24,24 g-°, 
(356°, d. h. um das 3,56fache) 
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Die in den bisherigen Versuchen benutzten Roéhrentiegel sind in 
einem kleinen Muffelofen ausgegliiht worden, und die weiteren Versuche 
sind mit solchen, teils auch mehrmals ausgegliihten porésen Kérpern 
yemacht worden. 

Versuch 4.  Pferdeserum von 8,84 g-°, EiweiBgehalt wurde ultra- 
filtriert. Filter durch Zentrifugieren hergestellt und 2 Tage gewiissert. 
Das Rohr ist nicht sterilisiert worden. Es wurde bei 3200 Touren 1 Stunde 
lang zentrifugiert. Ultrafiltrat eiweiBfrei. 


Volumen des ultrafiltrierten Serums . . . . 35ecm 
Volumen des Riickstandes ........I13 ,, 
EiweiBgehalt des Riickstandes. . . . . . . 20,74 2-% 


Abnahme des Volumens von 35 auf 13 ccm 
(62,8°%, d. h. um das 2,7fache) 

Zunahme des EiweiBgehalts von 8,84 auf 20,74 g-°% 
(235%, d. h. um das 2,35fache) 


Versuch 5. Pferdeserum von 8,84g-°%, EiweiBgehalt wurde ultra- 
filtriert. Filter durch Zentrifugieren impraégniert und 4 Tage gewassert. 
Das Rohr ist nicht sterilisiert worden. Es wurde je 10 Minuten bei 2200 
und 2600, 20 Minuten bei 3000, 10 Minuten bei 3200 und 20 Minuten bei 
3500 Touren zentrifugiert. Gesamtdauer 1 Stunde 10 Minuten. Das Ultra- 
filtrat zeigt mit Sulfosalicylsiure ma&Bige Opaleszenz. 


Volumen des ultrafiltrierten Serums . . . . 35 ccm 
Volumen des Riickstandes ........21 ,, 
EiweiBgehalt des Riic kstandes. . . 21,7 g-° 


Abnahme des Volumens von 35 auf 1 cem 
(68,6°%, d. h. um das 3,18fache) 

Zunahme des EiweiBgehalts von 8,84 auf 21,7 g-° 
(245%, d. h. um das 2,45fache) 

Versuch 6. Pferdeserum von 8,84 g-°%, EiweiBgehalt ist ultrafiltriert 
worden. Filter durch Zentrifugieren impragniert, 4 Tage gewassert, vor 
der Benutzung 15 Minuten lang gekocht. Es wurde genau so zentrifugiert 
wie im Versuch 5. Ultrafiltrat zeigt mit Sulfosalicylsfure eine aus- 
gesprochene Triibung. 


Volumen des ultrafiltrierten Serums . . . . 35 cem 
Volumen des Riickstandes ......... I11,5,, 
EiweiBgehalt des Riickstandes. . . - » « 88,40¢8-% 


Abnahme des Volumens von 35 auf 11, 5 cem 
(67,1°%, d. h. um das 3,04fache) 

Zunahme des EiweiBgehalts von 8,84 auf 22,49 g-°, 
(255°, d. h. um das 2,55fache) 

In drei weiteren Versuchen ist dann ein Tetanusserum eingeengt 
worden, das vom Serumwerk Landsberg zur Verfiigung gestellt wurde. 
Dabei war die Aufgabe, eine abgestufte Reihe von Konzentrationen 
herzustellen. Alle drei Versuche sind mit einem und demselben Filter 
ausgefiihrt worden, das durch Zentrifugieren mit Kollodium impragniert, 
2 Tage gewassert und vor dem Gebrauch 15 Minuten lang gekocht 
wurde. In allen drei Versuchen wurden 35 ccm Serum ultrafiltriert. 
EiweiBgehalt des urspriinglichen Tetanusserums: 8,65 g-°, 
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Versuch 7. Es wurde 20 Minuten lang bei 2200, 25 Minuten bei 301 
Touren zentrifugiert. Gesamtdauer 45 Minuten. Das Ultrafiltrat zeigt yy); 
Sulfosalicylsiure minimale Opaleszenz. 


Volumen des ultrafiltrierten Serums . . . . 35eem 
Volumen des Riickstandes ........ 18 
EiweiBgehalt des Riickstandes. .... . . 14,63 ¢-°, 


Abnahme des Volumens von 35 auf 18 cem 
(48,6°,, d. h. um das 1,94fache) 

Zunahme des Eiweibgehalts von 8.65 auf 14,63 ¢-°% 
(169°,, d. h. um das 1,69fache) 


Versuch 8. Es wurde 30 Minuten bei 2200, 15 Minuten bei 261 
45 Minuten bei 3000 Touren zentrifugiert. Gesamtdauer 1 Stunde 30 \ 
nuten. Im Ultrafiltrat mit Sulfosalicyiséure minimale Opaleszenz. 


Volumen des ultrafiltrierten Serums . . . . 35cem 
Volumen des Riickstandes ........I12 , 
EiweiBgehalt des Riickstandes. . . . 22,75 g-%, 


Abnahme des Volumens von 35 auf 12 ccm 
(65,7°,,. d. h. um das 2,92fache) 

Zunahme des EiweiSgehalts von 8,65 auf 22,75 g-°, 
(263°, d. h. um das 2,63fache) 


Versuch 9. Es wurde 30 Minuten lang bei 2200, 40 Minuten bei 3000 
und 20 Minuten bei 3200 Touren zentrifugiert. Gesamtdauer 1 Stund: 
30 Minuten. Ultrafiltrat eiweiBfrei. 


3 Re - 

i Volumen des ultratiltrierten Serums... . 35ccem 
Volumen des Riickstandes ........4U11,, 
EiweiBgehalt des Riickstandes. . . . . . . 28,18 g-%, 


Abnahme des Volumens von 35 auf 11 cem 
(68,6, d. h. um das 3,18fache) 

Zunahme des EiweiBgehalts von 8,65 auf 28,18 g-°, A 
(326°, d. h. um das 3,26fache) 


Zusammenfassend laBt sich also auf Grund dieser Versuche sagen. FD 
da8 die Anordnung zur Ultrafiltration mittels der Zentrifuge zur Kon. | 
zentrierung von Serum geeignet ist. Es lassen sich je nach der an- 
gewendeten Tourenzah] innerhalb 1 bis 1'/, Stunden 60 bis 70 °,, Wasser 
dem Serum entziehen; es ist dadurch auf die drei- bis vierfache Eiweili- | 
konzentration einzuengen, ohne daB dabei das Serum schadlichen Ff 
Eingriffen ausgesetzt zu werden brauchte. Die Filtermembrane kénnen 
vor dem Gebrauch ausgekocht werden, was ein steriles Arbeiten er- 
mdéglicht. Als bestes und sicherstes Vorgehen hat sich aus den angestellter 
Versuchen folgendes ergeben: Man engt das Serum bei kleineren Touren 
zahlen — unterhalb 3000 — etwa bis zur Hilfte ein und wendet erst 
zum Entfernen des iibrigen Wassers héhere Tourenzahlen, bis 3000 [F 
bis 3200, an. Diese Grenze kann als oberste angegeben werden, die die [| 
porésen Kérper, in der angegebenen Weise behandelt, noch sicher, 
ohne eine Gefahr des Zerbrechens, aushalten. 
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Studien iiber Fett- und Lipoidstoffwechsel. 


VILL. Mitteilung: 
Uber Fettabbau im tierischen Organismus bei Fettbelastung. 


Von 
S. Leites. 


{Aus dem Laboratorium fiir pathologische Physiologie des medizinischen 
Instituts zu Charkow (U.d. 8.8. R.).] 


(Eingegangen am 13. April 1928.) 


Unsere friiheren Untersuchungen haben erwiesen', dab bei einer 
alimentaren Lipamie und Lipoidimie, wie auch einer parenteralen 
Fett- bzw. Lipoidbelastung das ‘Neutralfett des Blutes hauptsichlich 
durch die Leber, die Milz, die Lunge und das subkutane Zellgewebe 
eliminiert wird, wihrend Fettsauren (Oleinsdure) in Leber und Lunge, 
Cholesterin aber in der Milz und der Lunge zuriickgehalten werden. 
In vorliegender Mitteilung priifen wir, ob in den erwahnten Organen 
neben einer Retention des Neutralfettes bzw. der Fettsiuren auch 
Abbau derselben stattfindet. Wie man annimmt, verlaiuft der Abbau 
der Fettsiuren nach dem Typus der £-Oxydation (Knoop), wobei die 
zur sogenannten Ketonkérpergruppe gehérenden £-Oxybuttersdure 
und Acetessigsdure entstehen. Das Vorhandensein von Ketonkérpern 
gilt also als ein Zeichen der Zerlegung héherer Fettsauren. 


Methodik und Versuchsanordnung, 


Bei Versuchstieren — Hunden — wurde eine Belastung per os mit 
Oleinséure, Olivené] und Olivenél + Cholesterin vorgenommen. Untersucht 
wurde Blut aus dem rechten Herzen, der Arteriae und Venae femoralis 
(die Methodik der Blutentnahme ist von uns in Mitteilung VI, diese 
Zeitschr. 190, 286, 1927, mitgeteilt). Das Blut wurde 3, 4 und 51% Stunden 
nach der Belastung, d. h. zur Zeit zwischen dem Maximum und Minimum 
der alimentéren Lipaimie entnommen (s. Mitteilungen I und I1). 

Im Blute wurde der Gehalt an Neutralfett (nach Bang), an f-Oxy- 
butterséure + Acetessigsiure und Aceton (nach Engfeldt-Pincussen), sowie 


1 Diese Zeitschr. 184, 273, 300, 310, 1927; 190, 286, 1927; Virchows 
Arch. 268, H. 2, 1928. 
Biochemische Zeitschrift Band 197. 24 





358 S. Leites: 


Cholesterin (nach Engelhardt und Smirnowa und Bloor) bestimmt. D) 
taigliche Ration der Versuchstiere bestand aus 600g Hirsebrei, 150 | 
200 g Fleisch, 30 g Speck und Wasser ad libitum. Die Belastungsversuc! 
wurden 12 bis 18 Stunden nach der Darreichung der letzten Kost av 
gefiihrt. Im ganzen unternahmen wir 20 Versuche an 17 Hunden. 
Dabei ist zu bemerken, daB der Gehalt an p-Oxybuttersdéure + Ace 
essigsiure normalerweise, vor der Belastung, im rechten Herzen, der Arteria 
und Vena keine scharfen Unterschiede aufweist und zwischen 10 bis 12 mg 
schwankt; freies Aceton 148t sich nur spurenhaft nachweisen. 


Versuche mit Oleinsiurebelastung (Tabelle 1). 
Tabelle I. 





see 

. Menge der . sae2 
N Gewicht per — ein: Zeit Neutral. FJ + z Chol. 
— *. gefubrten om oe fett Res Aceton  esterin 

undes — Oleinsaure aoEnS S = Hf 

kg Std. "lo mg/g *® mgs 

1 10 100,0 5 Rechtes Herz 0,028 14,96 0,29 0,180 
Art. femor. 0,020 24,86 0,20 0,220 
Vena femor. 0,024 16,50 0 0,183 
5 12 109,0 5 Rechtes Herz 0,050 1562 0.50 0,186 


Art. femor. 0,060 1716 0.50 0,228 
Vena femor. 0,047 17,16 048 0,180 
11 12 100.0 4 Rechtes Herz 0,096 20.24 0.76 0203 
Art. femor. 0,050 16,72 060 0,222 
Vena femor. 0,043 19,36 0.96 0,206 


14 14 100,0 4 Rechtes Herz 0,081 1430 0 0,184 
Art. femor. 0,083 31.86 0,76 0,225 

Vena femor. 0,041 1430 0 0,172 

16 14 100,0 4', | Rechtes Herz 0,073 25,74 4,52 0,183 
nach 24 Std. Art. femor. 0,040 28,16 2.20 0,200 

Hungern Vena femor. 0,036 20,68 2,88 0,176 

16 14 109,90 4",  Rechtes Herz 0,051 15,00 0,67. 0,276 
+ 50g Art. femor. 0,085 2640 1,63 0,264 

Glucose Vena temor. 0,067 17,16 O86 0,276 

2 12 100,0 5 Rechtes Herz 0,073 14,55 0,76 0,170 
+10¢ Art. femor. 0,054 11,96 0,76 0,210 

Glycerin Vena femor. 0,048 | 12.59 | 0,20 0,200 


* Als Acetessigsaure berechnet. 


Wie aus unseren friiheren Arbeiten hervorgeht, erfolgt nach 
enteraler und parenteraler Belastung mit Oleinsiure die Elimination 
der letzteren aus dem Blute hauptsichlich in Lungen und Leber. Daher 
diirfte man eine Steigerung der Ketonkérper im Blute des rechten 
Herzens und dem arteriellen Blute erwarten. Die in Tabelle I angefiihrten 
Daten zeigen auch wirklich, daB in zwei Versuchen (aus der Gesamtzah! 
von sechs Versuchen) im rechten Herzen eine Zunahme der Keton- 
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korper gegeniiber dem Blute aus der Arteria und V. femoralis gefunden 
wird, wahrend in den iibrigen Versuchen der Gehalt des arteriellen Blutes 
an Ketonkérpern bedeutend den des rechten Herzens iibertraf. Bei 
der Belastung mit Oleinsaure erfolgt also der Abbau derselben bzw. eine 
Bildung der Ketonkérper, vor allem in den Lungen und, teilweise, in 
der Leber. 

Friiher nahm man nach den Arbeiten Embdens und seiner Mit- 
arbeiter', die sich auf die isolierte Leber beziehen, und auch seit den 
Untersuchungen von Fischler und Kossow* an Hunden mit Eckscher 
Fistel an, dab die Leber der einzige Ort ist, wo Ketonkérper sich bilden 
Die Arbeiten von Snapper und Griinbaum* haben hingegen gezeigt, 
daB die Ketonkérperbildung auch in den Nieren méglich ist. Unsere 
Erfahrungen gestatten uns, zu behaupten, daB die Ketonkérper auch 
in der Lunge gebildet werden kénnen. 


In den Fallen, wo der Gehalt an Ketonkérpern im rechten Herzen 
erhéht ist, sinkt ihre Menge im arteriellen Blute. Folglich geht in den 
Lungen neben der Ketonkérperbildung aus héheren Fettsiuren des 
weiteren auch eine Oxydation derselben vor sich. 


‘Schmitz und Peiser konnten bei Experimenten an der isolierten 
Lunge weder eine Oxydation der Butter- und £-Oxybuttersiure zu 
Acetessigsaure, noch eine umgekehrte Reduktion der Acetessigsiure 
wahrnehmen. Augenscheinlich sind die Prozesse der Ketonkérper- 
bildung in der Lunge aus héheren Fettsiuren und der weitere Zerfall 
dieser Kérper an die Atmungsfunktion der Lungen gebunden und kénnen 
daher nur in Versuchen festgestellt werden, die in vivo ausgefiihrt 
werden. 

Vergleicht man den Gehalt an Ketonkérpern in der Arteria und in 
der Vena femoralis, so darf angenommen werden, dal der Zerfall der 
Ketonkérper auBer in den Lungen noch an der Peripherie stattfindet 
(s. auch Allen und Ebeling’, Griesbach®). 


Es ist bemerkenswert, daB die Zufuhr von Glucose mit der Olein- 
siure den Ketonkérpergehalt des rechten Herzens und der Vena 
femoralis herunterdriickt, ohne das Quantum derselben im arteriellen 
Blute zu beeinflussen; eine antiketogene Wirkung der Kohlehydrate 
in bezug auf die Lungen tritt also nicht zutage. 


' Embden, Salomon, Schmidt, Hotmeisters Beitr. 8, 1906; Pribram, 
Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Therap. 10, 1912; Friedmann und Maase, 
diese Zeitschr. 27, 97, 1910. 

2 Fischler, ,,Physiol. u. Pathol. d. Leber“. Springer 1926. 

* Snapper und Griinbaum, diese Zeitschr. 175, 366, 1926; 185, 223, 1927. 

* Allen und Ebeling, KongreBbl. f. inn. Med. 88, 441, 1925. 

§ Klin. Wochenschr. 1928, Nr. 13, S. 619. 
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Wie in unseren friiheren Arbeiten festgestellt wurde!, ruft Olein. 
siurezufuhr keine Hyperlipimie, sondern eine Hypercholesterinam(« 
hervor, welch letztere wir als Ergebnis einer méglichen Bildung (Syn. 
these) von Cholesterin aus Oleinsiure ansehen. Dasselbe lieB sich auch 
in den angefiihrten Versuchen beobachten, wobei die maximale 
Steigerung des Cholesterins — wie es in den voraufgegangenen Unter. 
suchungen schon hervorgehoben wurde — im arteriellen Blute erfolgt 

Es ist von Interesse zu bemerken, da’ die Hypercholesterinimiec 
bei der Einverleibung von Glucose und Oleinsiure bedeutend starker 
ausgepragt ist, als bei der Zufuhr der Oleinsaure allein. Dieser Umstand 
erlaubt uns, die Vermutung zu duBern, daB die mégliche Synthese 
von Cholesterin aus Oleinsiure durch das Vorhandensein von Kolile- 
hydraten geférdert wird. 

Die Einfiihrung von Oleinsdiure + Glycerin ruft im allgemeinen 
das namliche Ergebnis hervor, wie die Zufuhr der Oleinsiure allein. 


Versuche mit Olivenél- und Olivenél + Cholesterinbelastung. 
(Tabellen II und III.) 


Tabelle II. 
Belastung: 100,0 Ol. olivarum per os. 





Gewicht | Zeit nach BeOxybutter- Chol- 

N des er Neutralfett sdure + Acets Aceton Pome acer 
. Hundes_ Belastung essigsiure | 
| kg Std. %o mg*/o*® | mege®/o 9/5 
| 

8 15,5 | 5%, Rechtes Herz 0,070 11,04 0,56 0,182 
Art. femor. 0,103 11,04 0,24 0,160 
Vena femor. 0,045 28,60 0,24 0,172 
6 1 | 5 Rechtes Herz 0,147 14,30 0,30 0,217 
Art. femor. 0,141 13,20 0,40 0,200 
Vena femor. 0,071 30,80 1,00 0,203 
s | 10 | 5 Rechtes Herz 0,077 20,80 0,90 0,154 
Art. femor. 0,042 21,12 0,90 0,150 
Vena femor. 0,031 18,26 0,90 0,160 
12 13 | 4 Rechtes Herz 0,203 20,24 1,60 0,195 
Art. femor. 0,148 14,96 1,40 0,224 
Vena femor. 0,105 13,86 0,38 0,200 
ie) 4 | 4 Rechtes Herz 0,215 —47,30 210 0,128 
Art. femor. 0,068 80,14 1,90 0,135 
Vena femor. 0,070 24,20 0,19 0,138 


* Als Acetessigsiure berechnet. 
** Nach 24 Std. Hungern. 


Die in den Tabellen I] und III angefiihrten Versuchsergebnisse 
zeigen, daB der Gehalt des rechten Herzens an f-Oxybuttersdure 


1 Diese Zeitschr. 184, 273, 1927; 190, 286, 1927. 
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Tabelle Ill. 
Belastung: 5 g Cholesterin + 100,0 Ol. Olivarum per os. 





Gewicht Zeit nach 3-Oxybutter- Chol 
: des der Neutralfett siure + Acety Aceton - 
Nr. Hundes  Belastuny essigsaure esterin 
kg Std. %Jo mgs®/o * mg+°/o %o 
4 11 5 Rechtes Herz 0,175 13,86 0,90 0,224 
Art. femor. 0,125 16,72 0,60 0,204 
Vena femor. 0,105 17,50 0,50 0,176 
7 15 5 Rechtes Herz 0,067 14,74 1,90 0,308 
Art. femor. 0,074 15,40 1,60 0,284 
Vena femor. 0,072 14,52 0,45 0,300 
9 11 3 Rechtes Herz 0,277 16,50 0,68 0,175 
Art. femor. 0,234 16,50 0,45 0,166 
Vena femor. 0,218 14,52 0.45 0,175 
10 14 4 Rechtes Herz 0,192 18,26 0.86 0,178 
Art. femor. 0,129 16,50 0.52 0,178 
Vena femor. 0,105 12,76 0,19 0,160 
15 15 4 Rechtes Herz 0,181 29.48 1,15 0,165 
Art. femor. 0,138 29,24 0,38 0,170 


Vena femor. 0,140 14.52 0,38 0,165 
* Als Acetessigsi berech 





Acetessigsaure gegeniiber demjenigen des arteriellen Blutes und der 
Vena femoralis 4 Stunden nach der enteralen Belastung mit Olivendl, 
bzw. Olivenél + Cholesterin bedeutend angestiegen war; 5 Stunden 
nach der Belastung war die Vena femoralis im Vergleich mit der Arteria 
und dem rechten Herzen viel reicher an Ketonkérpern, wobei betont 
werden mu, daB eine solche Steigerung des Ketonkérpergehalts der 
Vena femoralis nur dann vorkommt, wenn ihr Gehalt an Neutralfett 
gegeniiber dem arteriellen Blute stark herabgesetzt ist. Diese Ver- 
mehrung der Ketonkérper tritt besonders ausgepragt auf bei 20 bis 
30 Sekunden langer Kompression der A. femoralis'. Der Zerfall 
des Neutralfettes und die Bildung von Ketonkérpern kommt also bei 
alimentarer Lipaimie wie in Organen der Bauchhéhle, vor allem, wahr- 
scheinlich, in der Leber und an der Peripherie zustande. 

Ungeachtet der deutlichen Abnahme des Neutralfettes im arteriellen 
Blute im Vergleich zu seinem Gehalt im Blute des rechten Herzens, 
sieht man keine parallele Erhéhung des Ketonkérpergehalts des arte- 
riellen Blutes auftreten. Dies l4Bt uns annehmen, dab bei normalen 


1 Die Milchséure, deren Vermehrung bei Anwendung der Methode 
von Engjeldt-Pincussen eine Steigerung der Ketonkérper vortéuschen 
kann, bleibt hierbei, wie die Untersuchungen von Genes und Dinerstein 
unter meiner Leitung zeigen, unveréndert. 
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Hunden' das in der Lunge retinierte Neutralfett nicht in Fettsaur: 
aufgespaltet wird; die Bildung der Ketonkérper findet folglich nur i; 
Anwesenheit von freien héheren Fettsiuren daselbst statt, wie es diy 
Versuche mit Belastung mit Oleinsiure bewiesen haben. 

Die weitere Spaltung der Ketonkérper erfolgt bei Belastung mi: 
Olivenél bzw. Olivenél + Cholesterin ebenso, wie bei Belastung mi: 
Oleinsaure nimlich in den Lungen und an der Peripherie. 

Wie aus dem Vergleich der Daten der Tabellen II und III erheli: 
bewirkt die Einfiihrung von Olivendél -- Cholesterin denselben Effek: 
wie die Einfithrung von Olivendl allein, wodurch unsere friiher geaubert: 
Vermutung? tiber das Ausbleiben einer Wirkung des exogen ei: 
gefiihrten Cholesterin auf den Fett- und Lipoidgehalt des Blutes noc! 
bestatigt und unterstiitzt wird. 


Schlubfolgerungen. 


1. Bei oraler Belastung von Hunden mit Oleinsaure wird ein 
Erhéhung der Ketonkérpermenge im Blute des rechten Herzens sowi 
im arteriellen Blute beobachtet. 

2. Bei dieser Zufuhr von Olivenél bzw. von Olivenédl — Cholesteri: 
sieht man eine Steigerung der Ketonkérper im Blute des rechten Herzen- 
und der Vena femoralis; das Ansteigen der Ketonkérper in der Vena 
femoralis geht mit einer Abnahme des Neutralfettes daselbst einher 

3. Bei der Belastung mit Fett erfolgt Ketonkérperbildung in de: 
Leber, der Lunge und an der Peripherie. 

4. Die Retention des Neutralfettes in den Lungen normaler Hunde 
ist von keinem Abbau desselben unter Bildung von Ketonkérper: 
begleitet; letztere entstehen in den Lungen augenscheinlich blob aus 
freien héheren Fettsaéuren. 

5. Die antiketogene Wirkung der Glucose aiuBert sich in der Leber 
und an der Peripherie, nicht aber in der Lunge. 

6. Der Zerfall der Ketonkérper erfolgt in der Lunge und an der 
Peripherie. 

7. Die Einfiihrung von Glucose nebst Oleinsaure ergibt eine be 
trachtlich starkere Hypercholesterinimie als Zufuhr von Oleinsauré 
allein. 


1 Es seien die Worte ,,bei normalen Hunden* besonders unterstrichen, 
da wie unsere weiteren Untersuchungen erwiesen haben (diese Zeitschr.. 
im Druck) nach der Splenektomie in den Lungen neben einer Reten 
tion des Neutralfetts auch eine Aufspaltung desselben nebst Ketonkoérper 
bildung erfolgt. 

? Diese Zeitschr. 184, 300, 1927; Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm 
129, 1928. 




















Beobachtungen iiber die Blutgase des Karpfenblutes. 


Von 
Helene Wastl'. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 13. April 1928.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Uber die Gase des Fischblutes wissen wir relativ wenig. Das ist 
in methodischen Schwierigkeiten begriindet. Die Blutmenge, die sich 
bestenfalls gewinnen |aBt, ist klein. Das Fischblut hat ferner die un- 
angenehme Eigenschaft, daB es bei Zusatz von Alkali und auch von 
konzentrierterer Ferricyankaliumlésung zwecks Entbindung von Sauer- 
stoff gerinnt und nicht hamolysiert werden kann*®. Somit ist ‘lie 
Barcroft-Haldane-Methode zur Bestimmung der prozentualen Sauer- 
stoffsattigung nicht anwendbar. Krogh und Leitch® bestimmten daher 
die Sauerstoffkapazitat des Fischblutes auf kolorimetrischem Wege 
nach Haldane unter Kontrolle der damit erhaltenen Werte mittels 
jener Sauerstoffwerte, die reduziertes Fischblut im Barcroft-Haldane 
schen Blutgasdifferentialapparat aufnimmt. Auf dieselbe Weise wurden 
Sauerstoffdissoziationskurven bestimmt, was aber nur dann méglich 
ist, wenn die CO,-Spannung, der das Blut im Saturator ausgesetzt ist, 
nahezu Null betragt. Bei Anwesenheit meBbbarer Mengen von CO, 
lassen sich die Bestimmungen auf die vorhin angedeutete Weise nicht 


1 Zu besonderem Danke bin ich Herrn Professor Haempel, Vorstand 
des hydrobiologischen Instituts an der Hochschule fiir Bodenkultur in 
Wien verpflichtet, der mir in der liebenswiirdigsten Weise das wertvolle 
Versuchsmaterial zur Verfiigung gestellt hat. Bei der Durchfiihrung der 
Versuche haben mir die Kollegen stud. med. Ernst Trevani, Pia U'ltscher 
und Paula Hubeny geholfen, wofiir ich ihnen herzlich danke. 

2 Kruse, Amer. Journ. of Physiol. 59, 449, 1922, findet ebenfalls bei 
Vogelblut bei Zusatz von konzentrierteren Ferricyankaliumlésungen das 
Auftreten eines klebrigen Koagulums. Dieselbe Beobachtung machte ich 
bei Versuchen am Froschblut. Es scheint also, daB bei roten Blutkorperchen, 
die kernhaltig sind, diese Erscheinung zu beobachten ist. 

® Krogh und Leitch, Journ. of Physiol. 52, 288, 1919. 
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durchfiithren und es mu8 zur Feststellung der prozentualen O,-Sattiguiy 
der Spektrokomparator (Krogh') angewandt werden. Krogh wri 
Leitch (|. c.) sagen selbst, daB mittels dieser Methodik sehr genau 
Resultate nicht erhalten werden kénnen. 


Die vorhin erwaéhnten Schwierigkeiten mit den dadurch bedingte 
Ungenauigkeiten der Bestimmung lassen sich iiberwinden, wenn zur Be. 
stimmung des O,- und CO,-Gehalts des Blutes der groBe ,,constant-volume*. 
Apparat von van Slyke? verwendet wird. Bekanntlich wirken hierbei dre; 
Faktoren zusammen, um eine méglichst vollkommene Entbindung de; 
Blutgase sicherzustellen: Die Entbindung der Gase auf chemischem Wege. 
das Arbeiten in einem relativ hohem Vakuum und das kraftige Schiitte!) 
des Blut-Reagenziengemisches in diesem Vakuum. Die fiir eine Bestimmuny 
notwendige Blutmenge ist nicht mehr als 0,2ccm. Bei der Bestimmuny 
des O,- und CO,-Gehalts in derselben Probe wird das zur Entbindung 
des O, verwandte Ferricyankalium (verdiinnte Lésung) in saurer Lésung 
(Milchséurelésung) dem Blute zugesetzt, wobei keine Gerinnselbildung 
und Hemmung der Haémolyse auftritt; Alkali wird erst spater zugefiigt, 
wenn sémtliche Blutgase entbunden sind. (KOH zwecks Absorption der 
CO,, Pyrogallol in KOH zwecks Absorption des O,.) Die hierdurch be- 
dingte Geiatinierung des Blutes kann dann die Genauigkeit der Bestimmung 
nicht mehr stéren. 

Die Methodik bei der Aufnahme von O,- und CO,-Dissoziationskurven 
war die iibliche. Als Versuchstiere wurden Karpfen von etwa 1 '4 bis 24,4 kg 
Gewicht verwandt. Bei der Blutentnahme wurden die Tiere mittels eine: 
entsprechend geformten, ins Maul gesteckten Kaniile dadurch ausgiebig 
kiinstlich geatmet*, daB ‘durch eine Wasserstrahlpumpe lufthaltiges Wasser 
durch die Kiemenhéhle gepumpt wurde. Blut 14B8t sich noch am einfachsten 
aus der Schwanzarterie, die in einem Knochenkanal verléuft, gewinnen. 
Der Schwanz wurde rasch abgeschnitten, eine kleine paraffinierte Spritze 
an die Arterie angesetzt und das Blut unter Paraffinum liquidum auf- 
gefangen. Es wurde teils defibriniertes, teils Oxalat-Fluoridblut verwanat. 
Mischblut aus mehreren Tieren wurde nicht verwendet, da sowohl die 
Haémoglobinwerte als auch die Alkalireserve bei den verschiedenen Tieren 
zu stark variieren. 

Eine weitere Schwierigkeit bei der Bestimmung von O,- und CO,- 
Dissoziationskurven liegt in der starken Sauerstoffzehrung des Fischblutes. 
Es wurde daher stets eine Spur Cyankalium zugesetzt. Tabelle I zeigt 
das Resultat einiger Versuche, die angestellt wurden, um sich zu_ ver- 
gewissern, ob diese Fehlerquelle ausgeschaltet war. 

Die Bestimmungen fiir die Dissoziationskurven wurden der Blut- 
entnahme sofort angeschlossen. Innerhalb der Versuchsdauer spielt daher 
die O,-Zehrung und CO,-Produktion keine ins Gewicht fallende Rolle. 

In einer Reihe von Versuchen wurden die roten Blutkérperchen mittels 
der Tiirkschen Kammer geziéhlt bzw. im Hamoglobinometer nach Sahli 
der Hamoglobingehalt gemessen. 


1 Krogh, Journ. of Physiol. 52, 281, 1919. 

2 van Slyke und Neill, Journ. of biol. Chem. 61, 527, 1924. 

3 Collip, ebendaselbst 44, 1920, betont, daB die Atmungsverhaltnisse 
der Fische méglichst normal erhalten werden miissen, wenn Blutgasanalysen 
durchgefiihrt werden. 
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Tabelle I. 
Tier 0, co, a 
Nr. Volo Vol." /o ‘ Bomerkung 
2 8,88 27,99 19.0 Sofort nach Entnahme 
11.66 10.66 20.0 Luft durchgeleitet. 5 Std. nach 
Entnahme 
11,46 12.69 20,0 10 Std. nach Entnahme 
10,73 9,95 20,0 24 Std. nach Entnahme 
3 7,98 28,79 19.4 2 Std. nach Entnahme 
8,10 27,98 19,2 6 Std. nach Entnahme 


Alle Proben stehen unter paraffinum liquidum bei Zimmertemperatur. 


Der O,- und CO,-Gehalt des unbeeinfluBten, unter Paraffin auf- 
vefangenen arteriellen Blutes wurde in einer Reihe von Fallen bestimmt. 
Allerdings ist hierzu zu bemerken, daB der O,-Gehalt des Kiemen- 
wassers von Si®wasserfischen unter natiirlichen Bedingungen starken 
Schwankungen unterworfen sein kann, je nachdem, ob sich das Tier 
in stehenden oder flieBenden Gewassern, an der Oberflache oder in der 
Tiefe aufhalt, und daB bei den vorliegenden Versuchen wihrend der 
Blutentnahme mit O, gesittigtes Wasser (Zimmertemperatur etwa 
15 bis 18°, Temperatur des Wasserleitungswassers etwa 6 bis 8°) durch 
die Kiemen gepumpt wurde. 

Bei sieben verschiedenen Tieren (sechs ‘Karpfen, eine Schleie) 
schwankte der O,-Gehalt zwischen 7,98 bis 11,80 Vol.-°,. Die bei einem 
Tiere (9) unmittelbar darauf bestimmte Sauerstoffkapazitat ergab in 
diesem Falle eine 93°%,ige Sattigung. Der CO,-Gehalt (Mittelwert) 
liegt bei 44,86 Vol.-%,. 

Tabelle II. 


Arterielles Karpfenblut. 





Tier O» CO, ; 
Nr. Vole/o Vol,-°/ : Bemerkung 
2 8.88 27,99 20,0 Oxalat-Fluoridblut 
8 7,98 28,79 19.4 ” e 
8 9.90 50,09 17.5 A - 
y 11,80 54.09 18.2 Og +Kapazitat: 12,65 °/9 Oxalat- 
uondblut 
10 7,98 55.69 18.8 Ebenso 
11 8,93 46,99 19,0 ‘i 
12 11,14 40,41 18.5 Schleie, OxalatsFluoridblut 
Mittelwert: 9,51 44.86 


Die Sauerstoffkapazitdt des Karpfenblutes schwankt sehr stark. 
Da das Sauerstoffbindungsvermégen auch vom CO,-Gehalt abhangt. 
so ist die CO,-Spannung der Luft im Saturator und der CO,-Gehalt 
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des Blutes in Tabelle II] ebenfalls angegeben. Der Saturator war jy 
diesen Versuchen mit Luft gefiillt, so daB die O,-Spannung mehr als 
geniigend zu einer 100°, igen Sattigung war. 


Tabelle Ill. 


Sauerstoffkapazitat. 








. COy 
Gruppe Ther Os COp Spannung 10 Bemerkung 
Nr. Vol.-°/5 Vol.c®/y ram Hg 
2 11,66 10,66 20.0  Oxalat-Fluoridblut. Luft durc! 
‘ geleitet 
4 15,81 30,77 1,96 15,0 Oxalat-Fluoridblut 
5 8,87 26,93 1,78 15,5 4 4 
6 14,91 18,77 3,87 14,0 ‘ ‘ 
7 14,38 28,10 2,71 15,8 . . 
A 9 12,65 23,12 _ 18,8 : ; 
12 12,98 18,83 ~ 19,0 * ™ 
14 9,55 12.33 4,32 14,0  Defibriniertes Blut 
16 7,01 15,51 2,62 16.0 i ~ | Trypano 
17 4,82 15,67 1,92 18,0 ‘ ‘ somen im 
18 7,24 3.28 18.2. Ovxalat-Fluoridblut } Blute 
19 8,70 38,51 42.57 | 19,0  Defibriniertes Blut 
B 20 12,06 35,56 57,38 17,0 m é 
| 21 15.93 36,0 32,56 17,8 ‘ 
22 12,71 29,46 12,80 17,5 . . 


Mittelwert: 11,28 


In Gruppe A sind die Sauerstoffkapazitatswerte bei niederer CO, 
Spannung (1,78 bis 4,32 mm) zusammengefaBt. Die letzten drei Werte 
stammen von animischen Tieren, bei denen lebende Trypanosomen im 
Blute gefunden wurden. In Gruppe B sind Werte bei héherer CO, 
Spannung angefiihrt. 


Uberblickt man die Werte, so sind sie im allgemeinen héher als 
die von Krogh und Leitch (1. c.) fiir das Blut des Dorsch angegebenen 
(aarder' gibt die Sauerstoffkapazitat des Karpfenblutes nach einer 
Mitteilung von Krogh mit 8 Vol.-°,, an. Jolyet und Regnard? fanden 
bei Sattigung des Aalblutes mit Sauerstoff 7 bis 9 Vol.-°,, gebunden 
Der Mittelwert aus Tabelle III von 11,88 Vol.-°,, O, stimmt dagegen 
genau mit der von Nicloux* angegebenen Sauerstoffkapazitat von 
11 Vol.-°,, fiir das Blut des Karpfen iiberein, zu dem er auf einem ganz 
anderen Wege, namlich durch Bestimmung der vom Blute aufgenom- 
menen CO-Menge bei Vergiftung der Tiere mit CO gelangte. 


' Gaarder, diese Zeitschr. 89, 94, 1918. 
2 Jolyet et Regnard, Arch. Physiol. norm. et pathol. (2) 4, 44, 584, 1877. 
* Niclour, C. r. Soc. Biol. 89, 1331, 1328, 1923. 
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Die Sauerstoffkapazitat des Fischblutes! ist kleiner als die des 
\Warmbliiterblutes, aber unter den in Tabelle III angefiihrten Werten 
kommen doch einige Tiere vor, bei denen die Werte an die Sauger- 
blutwerte heranreichen. Die Hamoglobinwerte des  Fischblutes 
-chwankten parallel mit der Sauerstoffkapazitat sehr stark? (Abb. 1) 
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Abb. 1. 
Og Dissoziationskurve des Karptenblutes. 


In Abb. | ist eine O,-Dissoziationskurve des defibrinierten Karpfen- 
blutes bei 18° C und etwa 30 mm CO,-Spannung angegeben (ausgezogene 
Kurve), wobei etwa 50 Vol.-°,, CO, im Blute enthalten waren.  Fiir 
jeden Punkt* wurden die Volumprozente O, und CO, des Blutes und 
die O,- und CO,-Spannung des Gasgemisches im Saturator bestimmt 
(die zu diesem Tiere gehérigen Punkte sind mit © bezeichnet). Die 
Sauerstoffkapazitat betrug 15,93°,*. Die CO,-Spannung von 30 mm 
wurde deshalb gewahlt, da das Blut hiermit etwa 50 Vol.-°,, CO, enthalt, 


1 Nach den Untersuchungen von Hall, Gray und Lepovsky, (Journ. 
of biol. Chem. 67, 549, 1926) steigt die Konzentration einer Reihe von 
Blutbestandteilen bei marinen Fischen, wenn die Tiere asphyktisch sind. 
So nimmt vor allem durch Wasserabstr6mung in die Gewebe der Haémo- 
globingehalt und die Zahl der roten Blutkérperchen stark zu. Da die Tiere 
aber bei der Blutentnahme kiinstich geatmet wurden, kommt diese Fehler 
quelle hier nicht in Betracht. 

2 McCormick und Macleod (Proc. Roy. Soc. London (B) 98, 1, 1925) 
fanden ebenfalls bei in Laboratoriumtanks gehaltenen Fischen sehr weit« 
Schwankungen der Hamoglobinwerte. 

* Fiir jeden Punkt wurde der Saturator mit frischem Blut, das unter- 
dessen bei einer Spur Cyankaliumzusatz auf Eis aufbewahrt wurde, be- 
schickt. 

* Die Zahl der roten Blutkérperchen betrug 1,68 Millionen, der Hamo- 
globingehalt 81°, (Sahli). 
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ein Wert, der etwas hoéher ist als der CO,-Gehalt des arteriellen Blutes 
des Karpfen. Die durch + bezeichneten Punkte sind der Arbeit von 
Krogh und Leitch (|. c.) entnommen und betreffen das Blut der Scholle 
bei 15 bis 17° und etwa 0,3 bis 6mm CO,-Spannung. Die Werte 
stimmen unter Beriicksichtigung der verschiedenen Methodik und C0, 
Spannung gut mit der Kurve iiberein. Dagegen verlauft die von den. 
selben Autoren angegebene O,-Dissoziationskurve fiir Karpfenblut 
im Bereich niedriger O,-Spannungen viel steiler, d. h. sowohl die 
, tension of unloading’ (f,) (Sauerstoffspannung bei 50°, Sittigung) 
als auch die ,,tension of loading’ (¢,) (Sauerstoffspannung bei 95° , 
Sattigung) ist betrachtlich geringer. Nach Krogh und Leitch (1. ¢.) 
ist die 4, des CO,-freien Karpfenblutes bei 15° etwa 3mm, wahrend 
sich aus der angefiihrten Kurve eine ¢, von etwa 12 mm ergibe. 


Diese Differenz ware dadurch zu erklaren, daB in der angefiihrten 
Kurve die CO,-Spannung etwa 30 mm betrug, und daB nach Barcrojt 
und King' der EinfluB der CO, auf die prozentuale Sauerstoffsattigung 
bei niedereren Temperaturen ein gréBerer ist?. (Die Autoren ziehen 
diese SchluBfolgerung aus ihren Versuchen an Warmbliiter-Hamoglobin- 
lésungen bzw. Warmbliiterblut*.) 


Die mit [-] bezeichneten Punkte stammen von zwei anderen Tieren 
(ebenfalls -defibriniertes Blut), und zwar die links (oberhalb) der Kurve 
liegenden Punkte von einem Versuch, bei dem die CO,-Spannung 
etwa 15 mm betrug und bei dem daher die Dissoziationskurve steiler 
verlauft (¢ = 17,5°), und die rechts (unterhalb) der Kurve liegenden 
Punkte von einem Versuch mit etwa 40mm CO,-Spannung, wobei 
sich noch flacher Verlauf der Kurve ergibt. 


Vergleicht man die O,-Dissoziationskurve des Menschenblutes, 
die bei 37,5° und der Spannung von 40 mm CO, (alveolare 


1 Barcrojft und King, Journ. of Physiol. 39, 374, 1909/10. 

2 Dieselben, ebendaselbst 39, 377, 1909/10: ,,Relatively CO, is far 
more potent at 15° than at 38°, i. e. the amount of hemoglobin reduced by 
CO, bears a much bigger proportion to the total amount of reduced hemo- 
globin. The biological significance of this fact is probably very great, for 
it means, that the potent factor in removing oxygen from the blood of 
poikilothermic animals, when the temperature is low, is carbonic acid and 
not reduced oxygen pressure and it is only in the most extreme cases, 
that reduced oxygen pressure can have an appreciable effect‘*. Siehe auch: 
Barcroft und Poulton, The effect of carbonic acid on the dissociation curve 
of blood. Journ. of Physiol. 46, 4, 1913. 

8 Siehe auch hier die Arbeit von Macela und Seliskar iiber den 
Einflu8 der Temperatur auf das Gleichgewicht zwischen Sauerstoff und 
Hamoglobin bei verschiedenen Lebensformen (Journ. of Physiol. 60, 428, 
1925); untersucht wurde das Blut des Menschen, des Frosches, des 
Huhnes, der Schildkréte und als Vertreter der Invertebraten von Planorbis. 
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Kohlenséurespannung), von Bock, Field und Adair! mit derselben 
Methodik gewonnen wurde, wie die vorliegenden Versuche, mit der 
angefiihrten O,-Dissoziationskurve des Karpfenblutes bei 18° (von 
einer physiologischen Temperatur wie beim Warmbliiterblut kann man 
hier schwerer reden), so verliuft die Karpfenblutkurve vor allem in den 
Bereichen niederer O,-Spannung wesentlich steiler als die Menschen- 
blutkurve (gestrichelt, entnommen aus Bock, Field und Adair, 8. 359, 
Abb. 1). 


Winterstein® fand in seinen Versuchen an Rotaugen und Plétzen, 
da8 ein Sauerstoffgehalt des Wassers von 0,7 ccm pro Liter = 16,6 mm Hg 
(bei einem CO,-Gehalt des Wassers von 28 bis 36mg pro Liter und 16 
bis 19°) noch fiir das Leben vertraglich war, wihrend eine O,-Verminderung 
auf 0,5 bis 0,4ccem pro Liter = 9,5 bis 11,9 mm Hg zu schwerer Asphyxie 
mit tédlichem Ausgang bei langerer Dauer fiihrte*. Nach Krogh und Leitch 
(1. ¢.) miiBte bei einer solchen Sauerstoffspannung das Haémoglobin des 
Karpfenblutes noch nahezu voll geséttigt sein, selbst wenn man in Riick- 
sicht zieht, daB die Sauerstoffspannung des Kiemenwassers jedenfalls 
etwas kleiner ist als die des Umgebungswassers des Tieres. Zieht man aber 
Kurve | heran, so sieht man, daB bei 16 bis 17 mm O,-Tension das Blut 
noch zu 60°, gesattigt ist, wobei dem Tiere noch keinerlei Beschwerden 
anzumerken sind, wahrend die Sauerstoffsittigung bei 9,5 bis 11,9 mm, 
zwischen 40 bis 50°, liegt und damit schon Asphyxie‘* bedingt. Krogh 
und Leitch fanden in einem Versuch, der in der Arbeit von Gaarder (1. c.) 
angegeben ist und fiir diese ausgefiihrt wurde, das venése Blut des Karpfen 
zu 40°, mit Sauerstoff gesaéttigt, was nach Abb. 1 einem Sauerstoffdruck 
von etwa 10 mm entsprache. Demgegeniiber gibt es allerdings eine Reihe 
von Literaturangaben Alteren und auch jiingeren Datums, wonach Fische 
rein auf Kosten des physikalisch gelésten Sauerstoffs imstande sein sollen, 
zu leben, z. B., wenn ihr gesamtes Hamoglobin durch CO belegt ist *. 

Man kénnte daran denken, daB die Fische unter diesen Umstanden 
den in der Schwimmblase aufgestapelten O, heranziehen. 


1 Bock, Field und Adair, Journ. of biol. Chem. 59, 353, 1924. 

2 Winterstein, Pfliigers Arch. f. Physiol. 125, 73, 1908. 

3 Powers, Journ. Gen. Physiol. 4, 305, 1922. Die Fahigkeit mariner 
Fische, Sauerstoff, auch wenn er nur in geringen Mengen vorhanden ist, 
aufzunehmen, variiert stark und hangt bei den einzelnen Arten mit ihren 
Lebensgewohnheiten unter natiirlichen Bedingungen zusammen. Der 
Seebarsch wird bei 0,25 cem O, pro Liter Wasser (hinunter bis pg = 6,5), 
der Butterfisch bei 0,36 ccm O, pro Liter asphyktisch (bis py = 7,6) bzw. 
bei langerer Dauer getétet. 

* Jarisch und Wastl, Journ. of Phys. 61, 583, 1926, fanden, daB bei 
Versuchen am ganzen Warmbliiter akute Herzdilatation und Herzversagen 
bei Sauerstoffsaéttigung des Blutes von ungefahr 50°, abwarts aufzutreten 
begann. Gaardner (|. c.) nennt beim Karpfen 0,8 cem O, pro Liter die 
untere Grenze, bei der Asphyxie beginnt. 

5 Siehe Altere Literatur bei Winterstein, Handb. d. vergl. Physiol. 
1, 183, 1912; Nicloux (|. c.) ersetzte 90% des Oxyhémoglobins durch 
CO-Haémoglobin ohne sichtbare Stérungen im Verhalten der Tiere zu 
beobachten. 
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In Abb. 2 sind eine Reihe von CO,-Dissoziationskurven angegebe: 
Die Einzeldaten finden sich in Tabelle IV. 


























80 + t 
sy & 
x 
J ; s 
70} ——*¥- 9}. 
60 s 
> al 
S 
S 
¥ 50 LA Pi 
S AK T7 
& 
N4O 
8 
SS 
N 
g IO 
1S 
2 
& 
20 
70 








Sa ae ae eee ae: a ae 
mm Hq C0z-Spannng 
Abb. 2. 


KohlensauresSpannungskurven des Karpfenblutes (vollkommen sauerstoffgesattigtes Blut) 


Die CQO,-Dissoziationskurven des Karpfenblutes (vollkommen 
sauerstoffgesattigtes Blut, Kurve 1, 2a und 2) verlaufen viel tiefer 
und flacher als die Kurven des Warmbliiterblutes und auch als die 
Kurve des Froschblutes. Zum Vergleich ist in Kurve 3 eine CO,-Disso- 
ziationskurve des (c') Menschenblutes bei 15°C bestimmt, und in 
Kurve 4 eine solche des (c*) Froschblutes! bei 15° angefiihrt. Zwischen 
defibriniertem Blut und Oxalatblut bestehen keine Unterschiede 
im Verlauf der Dissoziationskurven. (Siehe Kurve 1 © = defibri- 
niertes Blut, A = Oxalatblut, Kurve 2a [) = defibriniertes Blut, 
= Oxalatblut.) Die Zahl der roten Blutkérperchen bzw. der Hamo- 
globingehalt des Blutes, die bei den verschiedenen Tieren, wie schon 
erwahnt, sehr stark schwanken, stehen in direktem Zusammenhang 
mit der Flachheit der CO,-Dissoziationskurven, da ja bekanntermaBen 
das Hamoglobin den Hauptpuffer des Blutes darstellt. Kurve 2, die 


1 Wastl und Seliskar, Journ. of Physiol. 60, 264, 1925. 
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Tabelle 1V. 
(O,-Dissoziationskurven im vollkommen sauerstoffgesattigten Blute. 
i © 
0. | eo. mm (10°.CH 
Bier Blutart (Tension CO; Pe = Bezeichnung Bemerkung 
Nr mm Hg Vol.-° berechnet 
n4 Karpfen- 2,31 1539 15 7,97 1,08 Kurve 1 ey Sahl 
‘ > os = 50 _ " - 7%, Za’ ler roten 
blut 4,32 18,83 7,78) 167 | O-O—O Blutkorperchen 1 Mill 
5,28 22.14 7,75 1,76 350 000 
12,99 31,27 7.50 316 
27.00 38.50 7.26 548 
4148 42.29 7,10 7,99 
56.86 45,25 6,97 10,60 
88.69 49.06 6.78 16,51 
7 Dasselbe 19.34 34,60 15.8 7.38 421 Kurve 1 9 Oxalatblut 
36.73 39,49 7.13 7,36 ray 
47,90 45.51 7,07 845 
67,26 47,46 6,92 11,98 
92.33 51,37 6.79 16,05 
16 a 2,62 1233 16 781 1.55 Kurve 2a yom ss 
x » OF . Sahli 38 ©)... rote Blut. 
22.27 25,52 7,16 6.86 = kOrperchen 900 000 
41.08 31,05 6.98 10,59 
66,08 35.57 6,77 16,73 
6 8.09 18,77 14 747 3,32 Kurve 2a | Oxalatblut 
15.23 21.21 7,24 | 5,73 d 
16,48 24,03 7,26 544 
40,72 29,69 6,92 12,00 
56.72 35,26 6,84 14,56 
15 : 3.31 952 15 ,7.58 264 Kurve 2 Delthciniont. Blut, anim: 
. pa a isches Tier, lebend 
12.26 14,67 4,18 6,66 *—x-—-x Trypanosomen in er. 
‘ 9 . Of , Zab lute, herabs 
30,94 24,41 6,96 10,98 gesetzte Alkalireserve 
79.05 36,63 6,68 23,93 
Mannl. 2.5 17,5 15 7,98 1,05 Kurve 3 Defibriniertes Blut 
on eel 14.0 37,0 7,55 | 283 O--O--O 
int 26.0 | 506 7,41 3,92 
48.5 | 61,0 7.20 626 
73.5 67,7 7.05 894 
Frosch- 10,8 43,30 15 | 7,73 1,68! Kurve 4 Defibriniertes Blut, Werte 
blut 7 =e ‘ ie . aus Waaetlund Seliskar, 
am l 11,0 45,04 7,70 2,01 | x a a Journ. of Phys. 60, 264, 
jmsnn’. | 17,0 | 48,24 7.58 | 2,63 1925 
Ochsen- | iit by ry 
frosch) 31,7 60,00 7,40 4,02 | 
73,0 71,40 7,08 8,35 
Tinten- 6.7 12,2 15 Kurve 5 Werte aus 7. RB. Parsons 
fiscl ry ; a und W’. Parsons, Journ. 
isch 26,3 20,3 c of Gener. Physiol. 6, 
(Octopus 445 | 284 153, 1924. Blutentnom: 
macropus) " Pia men aus der Dorsalar- 
80.9 34.3 terie (gerinnt nicht). 
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am tiefsten verlauft, stammt von einem anamischen Tiere mit lebenden 
Trypanosomen im Blute. Kurve 5 ist zum Vergleich aus der Arbeit 
von 7. R. Parsons und W. Parsons’ entnommen und betrifft das Blut 
des Tintenfisches (Octopus macropus). Sie fallt nahezu mit Kurve 2 
zusammen?. 


Die Linien fiir konstantes py fiir Bicarbonatlésungen bei 15°, berechnet 
nach der Henderson-Hasselbalchschen Formel, die den geometrischen Ort 
aller jener Punkte darstellen, bei denen das Verhaltnis H,CO,: BHC, 
(freier zu gebundener CO,) dieselben Werte hat, sind eingezeichnet. 

Bei Betrachtung der Kurven des Karpfenblutes (s. auch Abb. 3, 
Kurve 1 und 2) ergibt sich sofort, daB sie alle tiber 40 mm CO,-Spannung 
vollkommen parallel zu der Kurve der rein physikalisch gelésten CO, bei 15° 
verlaufen, und da8 sie auch schon zwischen 20 bis 40 mm CO, von der Kurve 
der gelésten CO, nunmehr in sehr geringem Grade divergieren. Der steile 
Abschnitt der Kurven, wenn mehr CO, aufgenommen wird, als der physi- 


8&0 





ie SES ee Se 


Volumen % C0 (Gesamt.CO,) 


S 
S 





8 
| 
| 
| 
| 
t 


—EE —+—_— —_ 


Getiste 0 15° 











30 YO 50 60. 10 80 
mm Hg CO,-Spannurg 
Abb. 3. 
Kohlensaure-Sp kurven des Karpfenblutes im ffgesattigten und reduzierten Blute. 
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1 T. R. Parsons und W. Parsons, Journ. Gen. Physiol. 6, 153, 1924; 
Arch. Scien. biolog. 4, 332, 1923. 

2? Auch beim Menschen finden sich in Fallen von Diabetes- bzw. Nieren- 
azidose so niedrig und flach verlaufende Kurven. So fallen z. B. eine 
Reihe der von Means, Bock und Woodwell (Journ. exper. Med. 38, 201) 
publizierten CO,-Spannungskurven solcher Falle mit Kurve 2 zusammen. 
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kalischen Léslichkeit entspricht, wobei auch die Reaktionsénderungen 
zugleich mit der Anderung der CO,-Spannung geringere sind, so daB dieser 
K.urvenabschnitt von den Linien konstanten py weniger abweicht, liegt 
beim Fischblut innerhalb viel kleinerer CO,-Spannungen als beim Warm- 
bliiterblut. Mit anderen Worten, die Alkalireserve des Fischblutes ist viel 
veringer. Vom biologischen Standpunkte aus spielt dies deshalb wohl 
keine Rolle, da infolge der auBerordentlich groBen Léslichkeit der CO, 
im Wasser die CO,-Spannung des AuBenmediums unter natiirlichen Be- 
dingungen selten die Grenze der Pufferungsfahigkeit des Blutes iibersteigen 
wird, bei der ein Zuwachs an CO, im Blute nur mehr in Form physikalischer 
Losung geschehen kann. Dasselbe Verhalten fanden 7. R. Parsons und 
W. Parsons (1. c.) fiir eine Reihe von marinen Invertebraten. Collip' unter- 
suchte die Alkalireserve des Blutes bei einer Reihe von Invertebraten und 
marinen Fischarten, wobei das Blut im Saturator einerseits ins Gleichgewicht 
mit atmosphaérischer Luft, andererseits mit menschlicher Alveolarluft 
(etwa 40mm CO,) gebracht wurde. Bei einer Anzahl von marinen Tele- 
ostiern lassen sich im Mittel 10 Vol.-°,, CO, aus dem Blute frei machen, 
wenn dieses mit atmospharischer Luft equilibriert wird. Karpfenblut, auf 
dieselbe Weise untersucht, gibt 10,66 Vol.-°,, CO, ab (s. Tabelle I). Auch 
bei der Betrachtung der CO,-Dissoziationskurven sieht man, wie diese 
alle um 10 Vol.-°,, CO, ihren Anfang nehmen. Die Werte von Collip (1. c.) 
bei 40 mm CO,-Spannung sind dagegen alle niedriger als die Werte bei der 
am tiefsten und flachsten verlaufenden Kurve des Karpfenblutes (Abb. 2, 
Kurve 2). Nach Powers? sollen bestimmte Fischarten die Alkalireserve 
ihres Blutes je nach CO,- bzw. O,-Spannung des umgebenden Wassers 


verandern kénnen. , 


Bekanntermafen ist die CO,-Bindungskraft des reduzierten 
Blutes eine gréBere als die des sauerstoffhaltigen Blutes, eine Tatsache, 
die zuerst genauer von Christiansen Douglas und Haldane*® untersucht 
und die seither von vielen anderen Autoren bestatigt wurde. 

In Abb. 3 (Kurve 1 und 2) sind die CO,-Dissoziationskurven im 
reduzierten und sauerstoffgesattigten Karpfenblute miteinander ver- 
glichen. Bei der Bestimmung der ersteren wurde das Blut im Saturator 
mehrmals griindlich ausgepumpt und dieser mit reinem (elektrolytisch 
gewonnenem) Wasserstoff gefiillt. Es wurden in derselben Probe die 
(O,-Dissoziationskurven im reduzierten und _ sauerstoffgesittigten 
Blute nebeneinander bestimmt, in einem Falle im defibrinierten, im 
anderen im Oxalatblut. Kurve 3 zeigt zum Vergleich eine CO,-Disso- 
ziationskurve im reduzierten Menschenblut bei 15°, Kurve 4 eine 
solche im Froschblut (Wastl und Seliskar, |. c.). Sauerstoffsattigung 
des Blutes fiihrt neben der Herabsetzung des CO,-Bindungsvermégens 
auch zu einer Steigerung der Wasserstoffionenkonzentration*. Beide 


' Collip, Journ. of biol. Chem. 44, 329, 1920. 
2 Powers, Amer. Journ. of Physiol. 61, 380, 1922; Journ. Gen. Physiol. 


4, 305, 1922. 
* Christiansen, Douglas und Haldane, Journ. of Physiol. 48, 244, 1914. 


4 7. R. Parsons, ebendaselbst 51, 451, 1917. 
Biochemische Zeitschrift Band 197. 25 
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Tabelle V. 
CO,-Dissoziationskurven im vollstandig oxydierten und vollstandig 
reduzierten Blute (Werte zu Abb. 3). 





CO; co, 


Ti . 
sa Blutart Tension : to Bezeichnung Bemerkung 
Nr mmHg  Vol.+°/, 
23 ~—- Karpfen- 1,68 13,98 17,2 Kurve 2 Rodusieries Deut Qastatbhet 
: = MRE si a Sahli 45, , Blutkérper 
blut Bit 7 =e chenzahi 1,7 Mill. 
9.6 31,7 “2 ws 
3,28 15,67 18,2 Kurve 1 Oxydiertes Blut, Oxalatblut 


9,64 23,17 — 
19,70 28,54 vs : 


24 Dasselbe 1,0 15.46 18.5 Kurve 2 Reduziertes Blut, defibriniert 
20,55 33.46 ‘o a 
54,27 45,13 . 
1,92 15,51 18,0 Kurve 1 Oxydiertes Blut, defibriniert 
21,54 = 28,80 hs as 
56,59 39,30 : 
Mannl. 2.0 26.94 15 Kurve 3 Reduziertes Blut, defibriniert 
Menschen- 8.3 37,04 Q-«<=+6 
dlut 14,8 42,79 
22.9 52,21 
36,9 60,54 
49,2 65,93 
71,3 TARDY 
Frosch- 03 80,3 15 Kurve 4 Daseelbe. Entnommen aus 
blut 0,3 29,7 7 a ee Wastl und Seliskar, Journ. 
(mannl. 10.2 46.2 of Phys. 60, 264, 1925. 
Ochsen- 5 48,7 
froseh) 56,8 
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Vorgiinge sind in bezug auf die aktuelle Reaktion gegenlaufig, heben 
sich aber nicht vollstandig auf. Daher ist das py im sauerstoffgesattigten 
Blute etwas niedriger als im reduzierten Blute. 

Berechnet man nach der Hasselbalchschen Methode' das py des 
Blutes aus dessen Gesamt-CO, beim reduzierten und sauerstoff- 
gesittigten Karpfenblut, so ergibt sich zwischen 10 bis 50mm CO, 
eine konstante Differenz von py 0,07 (in einem Punkte py 0,06). 


1 L. Henderson, Frgebn. d. Physiol. 8, 254, 1909; Hasselbalch, diese 
Zeitschr. 78, 112, 1917; EB. J. Warburg, Biochem. Journ. 16, 153 bis 340, 
1922, hat in einer sehr griindlichen Untersuchung die Art der Berechnung 
etwas modifiziert; s. auch D. van Slyke, Phys. Rev. 1, 141, 1921. Einige 
Einwande gegen die Art der Berechnung erheben 7. R. Parsons (1. c.), 
Journ. of Physiol. 53, 42 und 341, 1919 und Joffe und Poulton, ebendaselbst 
54, 129, 1920/21. 
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Tabelle VI. 
Berechnung des py des Blutes nach der Methode von Hasselbalch aus dessen 
Gesamt-CO, (Werte aus Tabelle V interpoliert). 











co, 
Che tf ._ To Ng. | Differenz 
<a || Oxye redu- “oxys redus 
Blut Spannung | diertes ziertes diertes ziertes| “PH Bemerkuny 
Blut Blut Blut Blut 
mm Vols®/o Vol.+®/> 0 R R-O 
Karpfen- 10 23.0 | 27.3 7,51 7,58 0,07 Berechnet aus Kurve III 
blut 20 | 288 | 880 | 729/786 | 007 | Umesarmm™ 
30 82,0 366 715 7,22 0,07 Seq = Ott 
40 35,5 40,0 7,06 7,12 0,06 Pr =62 
59 38,0 435 698 7,05 0,07 Ky oa 
Menschen- 20 37 41 7,52 7,56 0,04 “—— aus r eo 
blut 40 458 52 7,30 | 7,34 0,04 Ss -_ = 
be ~—- ae pA aan . 451, 1917, Tabelle Ill 
50 53.2 57 7,24 | 7,27 0,03 t= 380 “ 
60 58.5 62,5 7,20 | 7,23 0,03 


In genau derselben Weise berechnete Werte aus Parsons (\. c.) er- 
geben ein A-pq zwischen 20 bis 60 mm CO, von 0,03 bis 0,04. In ungefahr 
derselben GréBenordnung bewegen sich die Werte fiir .1-py, wenn man sie 
aus den zahlreichen Literaturangaben itiber (CO,-Dissoziationskurven 
herechnet, wobei es bei der Berechnung der Differenz keine Rolle spielt. 
welche Werte man fiir die Konstante Pr, der Hasselbalchschen Forme! 
als richtig ansehen will, woriiber in der Literatur noch keine Ejinigkeit 
besteht!. Aus den Daten von Bock, Field und Adair (1. ¢.) berechnet sich 
bei 40 mm CO,-Spannung ein 4-py = 0,06, aus den Kurven von Christiansen, 
Douglas und Haldane (|. ¢.) zwischen 10 bis 80mm CO,-Spannung ein 
1-py von 0,06 bis 0,04. Peters, Barr und Rule? finden bei normalen Indi- 
viduen zwischen arteriellem und venésem Blute ein A-py von 0,05 bis 0,01 
(korrigiert) und Peters und Barr® bei herabgesetzter Alkalireserve in Fallen 
von kardialer Dyspnoe bzw. schwerer Anamie, wobei die CO,-Dissoziations- 
kurven so flach wie im Fischblut verlaufen, und auch bei den Anémiefillen 
der Hamoglobingehalt niedrig ist, ein A-py zwischen arteriellem und 
venésem Blute von 0,07. Joffe und Poulton (1. c.) finden im ,,true serum 
ein A-py = 0,033 im Mittelwert und wenden sich auf Grund ihrer Unter- 
suchungen iiber die Verteilung der Kohlenséure zwischen Plasma und 


1 Hasselbalch (1. c.) gibt fiir eine 0,02 n Bicarbonatlésung Pr, = 6,38; 
bei Verwendung der molekularen anstatt der Aquivalentkonzentration 
von H,CO, erniedrigt sich der Wert auf 6,08. D. van Slyke, Journ. of biol. 
Chem. 52, 495, 1922, findet fiir Vollblut (38°) Py, = 6,15; Haggard und 


Henderson (Journ. of biol. Chem. 39, 1919) berec +hnen aus einer Zusammen- 


stellung der Literaturdaten p, = 6,10, wahrend Bock, Field und Adair 
(l. e.) ein Pr - 6,16 finden. “Ich habe in den angefiihrten Berechnungen 
(Voliblut,  Santineaananen ein py = 6,22 verwandt. (Bekanntermafen 


ist das Blut bei héherer Sengeter saurer. Nach Cullen, Journ. of biol. 
Chem. 52, 501, 1922, ist die Temperaturkorrektur 0,01 px fiir 1° C. 
2 Peters, Barr und Rule, Journ. of biol. Chem. (I1) 45, 489, 1920/21. 
8’ Peters und Barr, ebendaselbst 45, 537 und 571, 1920/21. 


25* 
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Kérperchen dagegen, das CH des Vollblutes nach der Methode von Hass 
balch mit Hilfe einer Formel zu berechnen, die streng genommen nur fii; 
eine Phase der Lésung, nicht aber fiir ein zweiphasisches System wie dx. 
Blut gilt. Beim normalen Menschenblut hat 7. R. Parsons (1. ¢.) di 
Differenzen des py im reduzierten und oxydierten Blute nicht nur aus dey 
CO,-Dissoziationskurven berechnet, sondern auch direkt elektrometrisc! 
bestimmt, wobei auch bei Messungen im Vollblut nur das pq des Plasmas 
erfaBt werden kann. Die Werte sind bei direkter Messung systematisc! 
héher als bei der Berechnung aus dem Verhaltnis der gebundenen 21: 
freien Kohlenséure. 7’. R. Parsons gibt als Mittelwert bei direkter Messuny 
ein 1-py = 0,038 an (Extremwerte 0,09 bis 0,02). 

Haggard und Henderson: glaubten nachgewiesen zu haben, daB de) 
EinfluB8 des Sauerstoffs auf die CO,-Bindungskraft des Blutes sich nur in 
defibrinierten, nicht aber im Oxalatblut finden lasse. Jeffe und Poulto 
(1. ec.) konnten aber dieses verschiedene Verhalten von defibriniertem uni 
Oxalatblut nicht nachweisen. Dies stimmt mit den vorliegenden Versucher 
am Karpfenblut iiberein. Kurve 1 und 2 (Abb. 3) sind sowohl im defi 
brinierten wie im Oxalatblut (zwei verschiedene Tiere) bestimmt und weisen 
keinerlei Unterschiede im Verhalten aut. 

Lda 
27, 
76 
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Abb. 4. Relation Pq zu Vol.-°/o CO, (Gesamt-CO,) im Karptens und Menschenblut 


In Abb. 4 ist die Relation pg zu Volumprozent CO, (Gesamt-CO,) 

des Karpfenblutes bei 18°C und des Menschenblutes bei 38° ( Parsons. 

c.) verglichen (s. auch Tabelle VI). O = vollkommen sauerstoff- 
gesittigtes Blut, = reduziertes Blut. 

Bekannt und vielfach bestatigt? ist, daB das Blut (defibriniertes 
und auch Oxalatblut) auBerhalb des Kérpers mit der Zeit eine etwas 
geringere CO,-Bindungskraft aufweist als unmittelbar nach der Ent- 
nahme. Diese irreversible Anderung, die durch ins Gleichgewichtsetzen 
des Blutes mit niedrigen CO,-Spannungen*® noch betont wird, fiihrt 
zu einem etwas niedrigeren Verlauf der CQO,- Dissoziationskurven 
Durch Zusatz einer Spur Cyankali und Na-Fluorid, Halten des Blut- 
vorrats auf Eis und méglichst rasches Arbeiten, ferner durch die Be- 


' Haggard und Henderson, Journ. of biol. Chem. 45, 215, 1920/21. 

2 Siehe L. Evans, ebendaselbst 56, 146, 1922 (hier ist auch die ganze 
diesbeziigliche Literatur angefiihrt). 

®’ Haggard und Henderson, ebendaselbst 45, 209, 1920 21. 
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timmung der Kurven bei Zimmertemperatur wurde diese Fehlerquelle 
<oweit als méglich auszuschalten getrachtet. Immerhin mag damit 
yusammenhingen, daB die in Tabelle Ll angefiihrten CO,-Werte fiir 
frisch entnommenes und sofort analysiertes arterielles Blut im all- 
vemeinen etwas héher liegen. 


10°. CH 
26; 
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Abb. 5. Relation 10°.CH zu Millimeter Hg CO -Spannung. 


In Abb. 5 ist die Relation 10°.CH zu Millimeter CO,-Spannung 
graphisch dargestellt. (Die Einzelwerte finden sich in Tabelle IV.) 
Die Wasserstoffionenkonzentration wurde auf die vorhin erwahnte 
Weise aus den CO,-Dissoziationskurven errechnet. (Kurve 1, 2a; 
2. 3 und 4 gehért zu den gleich bezeichneten Kurven der Abb. 2.) 
Kurve 5 ist zum Vergleich entnommen aus Barcroft, Bock, Hill, Parsons 
und Shoji! und ist die Durchschnittskurve aus den Kurven von zehn 
normalen Versuchspersonen, und zwar unter Bestimmung der Wasser- 
stoffionenkonzentration auf elektrometrischem Wege im reduzierten Blut 


1 Barcrojt, Bock, Hill, T. R. Parsons, W. Parsons und Shoji, Journ. 
of Physiol. 56, 157, 1922. 
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Die Relation ist nahezu linear. Je steiler der Verlauf der Kurven 
ist, um so rascher nimmt die Wasserstoffionenkonzentration mit 
steigender CO,-Spannung zu und um so schlechter ist daher das Blut 
gepuffert. Die drei angefiihrten Kurven fiir das Karpfenblut verlaufen 
ganz bhetrachtlich steiler als die Kurven fiir das Menschen- und 
Froschblut. 

Zeichnet man die Werte aus Tabelle VII fiir eine 0,02 mol. Bi- 
carbonatlésung in Abb. 5 ein, so fallen sie vollkommen mit Kurve | 
(Karpfenblut) zusammen. 

Tabelle VII. 
0,02 mol. NaHCO,-Lésung. ¢ = 37,5°. cq gemessen mit der Wasserstofi 





elektrode. 

mm CO, 10°. CH mm CO, 10°.CH 
2.0 0,37 28.2 5,13 
11,6 2,51 56.9 10,47 
15,73 3,25 61,87 10,8 

25,00 4,90 


Aus Milroy, The reaction regulator mechanism of the blood before and after 
hemorrhage. Journ. Phys. 51, 259, 1917. (Umgerechnet.) 
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In Abb. 6 ist die Relation Volumprozent CO, (Gesamtkohlensaure) 
i088 CH dargestellt. Beim Menschenblut ist diese Relation nach 


' Barcroft und Mitarbeitern (1. ¢.) innerhalb des physiologischen Bereichs 


eine Gerade. Kurve |, 2a, 2, 3 und 4 wurden aus den gleichbezeichneten 
Kurven in Abb. 2 berechnet. Die in die Kurve 3 (Menschenblut bei 15°) 
fallenden, mit [| bezeichneten Punkte stammen aus der vorhin erwahnten 
Arbeit von Barcroft und Mitarbeitern (Mittelwerte bei acht Versuchs- 
personen, reduziertes Blut bei 37,5°, direkte elektrometrische Be- 
stimmung). Kurve 5, ©, wurde aus der CO,-Dissoziationskurve fiir 
vollkkommen = sauerstoffgesittigtes Menschenblut von Christiansen, 
Douglas und Haldane (1. c.) von L. Henderson' berechnet. Berechnet 
man die Gleichung jener Kurvenabschnitte, die als Gerade verlaufen 
[y CO, = 6 (108 CH) + c], so sind 6 und ¢ Konstanten, von denen 6 
das AusmaB der Vollstandigkeit der Pufferung des Blutes anzeigt. 
Fiir eine gegebene Zunahme in CH ist der Zuwachs der Volumprozente 
CO, proportional zu 6. Die Konstante c bestimmt die absolute Menge 
der vom Blute aufgenommenen CO,. Bei Betrachtung der Abb. 6 
ergibt sich wieder, um wieviel schlechter das Karpfenblut gepuffert 
ist als das Warmbliiter- bzw. Froschblut. Dabei ist noch in Betracht 
zu ziehen, daB der Anteil der freien CO, bei Zimmertemperatur ein viel 
hdherer ist als bei 38°. 

Das Bereich der aktuellen Reaktion des Fischblutes unter physio- 
logischen Bedingungen 1a8t sich aus den vorliegenden Versuchen 
bzw. den sparlichen diesbeziiglichen Angaben der Literatur nicht genau 
umgrenzen. Jedenfalls laBt sich aber so viel sagen, dab das Variations- 
bereich infolge der viel schlechteren Pufferung bei Wechsel der AuBen- 
bedingungen ein gréBeres sein muB als beim Warmbliiter, der seine 
Blutreaktion viel feiner einregulieren kann. Winterstein (1. c.) fand 
bei manchen Fischarten als lahmende und im weiteren Verlauf tédliche 
CO,-Spannung schon eine solche zwischen 60 bis 70mm. Die ver- 
schiedenen Arten scheinen aber je nach ihren natiirlichen Lebens- 
bedingungen sehr verschieden zu reagieren. Sicher ist aber die ver- 
haltnismaBig grobe Empfindlichkeit der Fische gegen CQ,,. 


Zusammenfassung. 


Es wurden QO,- und CO,-Dissoziationskurven im defibrinierten 
und Oxalatblut des Karpfen bestimmt. Die Blutgasanalysen wurden 
mittels des ,,constant-volume*‘-Apparats von van Slyke durchgefiihrt. 
Der O,-Gehalt des unbeeinfluBten, arteriellen Blutes (Tiere kiinstlich 
wahrend der Blutentnahme geatmet) schwankt zwischen 7,98 bis 
11,80 Vol.-°,, (Mittelwert 9,51°,), der CO,-Gehalt betragt im Mittel 


1 L. Henderson, Journ. of biol. Chem. 41, 401, 1920. 
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aus neun Tieren 44,86°%,. Die Sauerstoffkapazitat ist ebenfalls se)); 
variabel. Die O,-Dissoziationskurve des Karpfenblutes verlauft, |, 
sonders bei niedriger O,-Spannung, viel steiler als die entsprechen |: 
Kurve des Warmbliiterblutes. Der EinflubB der CO,- auf die O,-Diss 
ziationskurve ist sehr ausgesprochen. Die CO,-Dissoziationskurve), 
des Karpfenblutes verlaufen viel tiefer und flacher als die Kurven ce. 
Warmbliiter- und Froschblutes. Zwischen defibriniertem und Oxalatb})\1 
bestehen keine Unterschiede im Verlauf der Kurven. Die Alkaliresery: 
des Fischblutes ist viel geringer als die des Warmbliiterblutes. Zwische) 
reduziertem und sauerstoffgesattigtem Karpfenblut bestehen sowo))| 
im defibrinierten wie Oxalatblut die typischen Unterschiede im Verlaw{ 
der CQ,-Dissoziationskurven. Bei Berechnung der Wasserstoffionen 
konzentration aus dem Verhiltnis der freien zur gebundenen Kohlen.- 
siure ergibt sich ein konstantes A pq von 0,07. Ebenso ergibt sich 
bei Aufstellung der Relationen py: Volumprozent CO,, 10° CH : Milli- 
meter CO,-Spannung und 10°CH : Volumprozent CO, ein viel 
schlechteres Pufferungsvermégen des Karpfenblutes im Vergleich zum 
Warmbhiterblut, womit auch die relativ groBe Empfindlichkeit der 
Fische gegen CO, zusammenhiangt. 
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Experimentelle Himolysestudien. II. 
Von 


kK. Klinke. 


(Aus der physiologisch-chemischen Anstalt der Universitét Basel.) 
(Eingegangen am 16. April 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer friiheren Mitteilung iiber experimentelle Hamolysestudien, 
die das Zustandekommen der sogenannten Fremdserumhamolyse zum 
Vorwurf hatten’, konnte aus kinetischen Untersuchungen des Vor- 
ganges folgendes erschlossen werden: 

In erster Phase findet eine Adsorption des Ferments Hamolysin 
bzw. einer Vorstufe desselben an die Erythrocytenhiille statt. Diese 
erste Phase bestimmt, hauptsiachlich in starken Verdiinnungen des 
Gemisches mit physiologischer Salzlésung, den Charakter der ganzen 
Reaktion. An der Oberfliche der Blutkérperchen geht die eigentliche 
Lyse in einer zweiten Phase vor sich, bei der ein Hemmungsprozel} 
eingreift, so daB aus den vielfachen Kurven mit einiger Wahrscheinlich- 
keit das Bild einer fermentativen, gehemmten Reaktion abzulesen ist. 

Die Untersuchung der in Betracht kommenden Fraktionen der 
roten Blutkérperchen zeigte, daB der himolytische Vorgang an der 
Lecithin-Cholesterin-EiweiBhiille angreift. | Wahrscheinlich gemacht 
wurde ferner die Annahme, die fiir viele andere Hamolytica bereits 
bestatigt ist, daB auch in diesem Falle eine physikalisch-chemische 
Beeinflussung im Sinne einer Quellung oder Entquellung der kolloidalen 
Struktur der Membran eintrete. 

Die weitere Untersuchung erstreckte sich darauf, die beiden Phasen 
der Hamolyse getrennt zu erfassen. Wenn auch die gewonnenen Kurven 
in ausreichender Genauigkeit den Gesetzen einer monomolekularen 
Reaktion gehorchen, so ist doch leicht ersichtlich, daB damit tiber die 
Zwischenvorginge innerhalb des Gesamtverlaufs nichts ausgesagt 
wird. Der Endvorgang — der sich in dem Austreten des Himoglobins 
bemerkbar macht — ist bestimmend fiir den Verlauf der Kurve. Etwas 
Naheres iiber die Einzelvorginge, mit Ausnahme der Hemmung, ist 
aus dem mathematischen Gefiige der Kurven nicht herauszulesen. 
Um daher weiteren Einblick zu gewinnen, muBten chemische und 


' Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 51, 606, 1926. 
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kolloidchemische Studien einsetzen, die zum Ziele hatten, einerseits 
die Wirkungsweise des Himolysins an der Erythrocytenmembra) 
(wobei es fiir die Untersuchungen unerheblich war, ob dieser Begrif 
einer physikalisch-chemischen Fiktion oder einer morphologischey 
Membran entspricht), andererseits die Art der Lyse dieser durch das 
Hamolysin irgendwie beeinflubten Hiille zu erfassen. 

Durch die Untersuchungen von F. Herrmann und M. Rohner ist di: 
Wirkungsweise einer ganzen Reihe von hiémolysierenden Agentien als eine 
Stérung des kolloiden Gleichgewichts in der Erythrocytenmembran nach 
gewiesen worden. Sie gruppieren die von ihnen untersuchten Hamolytica 
in zwei Reihen: 1. die Adsorptionshémolytica, die dadurch wirksam sind, 
daB in dem dispersen System der Erythrocytenoberfliche (Cholesterin 
Lecithin-EiweiB) die disperse Phase, also gemeinhin das Lecithin, durch 
Adsorption vergréBert wird; 2. die Koagulationshimolyse, bei der das 
Dispersionsmittel — also das Cholesterin oder das Eiwei8 — koaguliert 
wird. In beiden Fallen wird hierdurch die Stabilitét der Membran zerstért, 
und es kommt zum Durchtritt von Hamoglobin. 

(In &4uBerst interessanten Studien weisen Herrmann und Rohner ferner 
den Zusammenhang der Wassermannschen Reaktion mit den Adsorptions- 
hamolytica nach; die erzielten Ergebnisse erscheinen bedeutungsvol! 
genug, um zu weiteren Studien in dieser Richtung anzuregen.) 

Durch diese Auffassung wird die Hatturische Ansicht einer Entmischung 
der Cholesterin-Lecithinmembran der Blutkérperchen in bedeutsamer 
Weise erweitert, da der von Herrmann und Rohner erhobene Befund ein 
tieferes Eindringen in die Kolloywchemie dieses Vorganges darstellt. 

Die zunachst zu beantwortende Frage war, welcher Reihe die 
Fremdserumhimolyse zuzurechnen ist. Hier konnte durch Kom. 
bination mit einem Adsorptions- oder Koagulationshimolyticum eine 
gewisse Entscheidung gefallt werden. 

Herrmann und Rohner stellten namlich fest, dab bei Kombination 
zweier zu verschiedenen Gruppen gehériger Hamolytica sich ein deutlich 
antagonistisches Verhalten zeigt, so daB z. B. eine Adsorptionshamolyse 
durch ein koagulatorisch wirkendes Himolyticum aufgehoben bzw. ab- 
geschwacht wird. Als Paradigma eines Adsorptionshimolyticums ist 
von ihnen das Lecithin in 0,15°,iger Aufschwemmung angegeben 
worden, als typische Koagulationshamolytica die Ammoniumsalze in 
Verbindung mit einem einwertigen Anion, sowie die sogenannte Hypo- 
toniehamolyse. 

Die allgemeine Methodik deckt sich im wesentlichen mit den in 
der ersten Mitteilung gemachten Angaben. Es wurde stets mit frischem 
(nicht tiber 6 bis 8 Stunden altem) Blute gearbeitet, das steril ent- 
nommen und steril weiterbehandelt wurde. Gewoéhnlich kam das 
hamolytische System: Hammelblutkérperchen mit Schweineserum zur 

Verwendung; aus technischen Griinden ist teilweise auch eine andere 
Kombination: menschliche Blutkérperchen mit Rinderserum, benutzt 
worden. 
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Die ersterwihnte Zusammenstellung wird fiir die Frage der Hamo- 
lvse schon seit 2 Jahren dauernd von uns verwandt und ergibt mit 
groBer RegelmaBigkeit eine starke, wenn auch nicht gleichmaBige 
Himolyse. Nur in drei Fallen trat wahrend dieser ganzen Zeit keine 
Lyse zwischen den beiden Komponenten ein. Die zweite Kombination 
arbeitet nicht mit derselben Sicherheit; auch erfordert die Ausbildung 
des Endpunktes der Reaktion bedeutend langere Zeit als bei der ersteren. 

Als Vertreter der koagulatorisch wirksamen Agentien wurde die 
Hypotoniehimolyse gewahit; von den Ammoniumsalzen war aus 
friheren Studien bekannt, daB sie — im Gegensatz zu den Neutral- 
salzen — selbst in starkeren Konzentrationen — die Serumhamolyse 
nicht unterdriicken konnten. In der schon von Herrmann und Rohner 
verwandten 0,15° igen Lecithinaufschwemmung in _ physiologischer 
Kochsalzlésung war das typische Adsorptionshamolyticum gegeben. 

Die Versuche wurden so angesetzt, daB eine bestimmte Menge 
Lecithinaufschwemmung bzw. eine 0,7 °,ige Kochsalzlésung, die im 
Vorversuch gerade noch nicht haimolysierte, zu einer unvollstandig 
hamolysierenden Mischung von Hammelblutkérperchen mit Schweine- 
serum zugefiigt wurde. Dieselbe Mischung wurde zur Kontrolle mit 
der dem Zusatz entsprechenden Menge physiologischer Kochsalzlésung 
verdiinnt und nach halbstiindigem Brutschrankaufenthalt der erreichte 
Hamolysegrad kolorimetrisch verglichen. Die Verdiinnung war wegen 
des von uns friiher festgestellten Verdiinnungseffekts auf eine Hamolyse- 
mischung notwendig; nach Zusatz von isotonischer Salzlésung schreitet 
nimlich eine Fremdserumhamolyse iiber den vorher erreichten End- 
punkt fort. 

Die Resultate eines solchen Versuchs sind aus der Tabelle I er- 
sichtlich. 

Diese Zahlen zeigen deutlich, daB durch den Lecithinzusatz eine 
geringe, aber deutliche Zunahme der Hamolyse gegeniiber der Kontrolle 
zu erzielen ist. Bei der Hypotoniehamolyse ist demgegentiber eine nur 
ganz geringgradige Steigerung zu beobachten, die wohl innerhalb der 
Fehlergrenzen liegt. 

Der SchluB, daB die Fremdserumhimolyse durch eine Adsorption 
wirksam ist, wurde von uns unabhingig von den Resultaten von 
Herrmann und Rohner bereits auf einem anderen Wege gezogen. Bei 
Zusatz von steigenden Mengen Erythrocyten zu einer gleichbleibenden 
Menge hamolysierenden Serums im Reihenversuch bietet sich ein 
eigenartiges Bild, das nur mit einem Adsorptionsvorgang zu erklaren 
ist. Mit zunehmender Erythrocytenkonzentration strebt die von der 
Serumeinheit geliste Erythrocytenmenge einem Héhepunkt zu, der 
aber nicht mit der Mischung zusammenfillt, in der gerade noch die 
voéllige Lyse aller vorhandenen roten Blutkérperchen eingetreten ist. 
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Tabelle I. 


Wirkung der Kombination von Fremdserumhémolyse mit einer typisclhen 


Adsorptions- und Koagulationshimolyse. 





Hamolysiert« 


Blutkérperchen 
? u 
a) Lecithin + Serumhamolyse. 
5,0 Schweineserum + 0,5 physiol. Kochsalzlésung + 1,5 Hammel- 
blutkorperchen . . . a Sa tee 80 
5,0 Schweineserum + 0,5 Lecithinaufse -hwemmung (0, 1 5 9 ) 
+ 1.5 Hammelblutkérperchen . . . ‘ 97 
5,0 physiol. Kochsalzlosung + 0,5 Lecithinaufschw emmung (0, 15° 
+ 1,5 Hammelblutkoérperchen. .........2..2.2.-. 7 
b) Hypotonie + Fremdserumhamolyse. 
5,0 0,7 %ige Kochsalzlésung + 2,0 physiol. seat 
+10 Hammelblutkérperchen . . ‘ Spar 
5,0 0,7 %oige Kochsalzlésung + 2.0 Schweineserum 1. 0 Hammel- 
erythrocyten . . 64 
5,0 physiol. Kochsalzlosung + + 2,0 Schweineserum + 1,0 Hammel- 
i ti ae a Pe na ey ig gi 62 


Bei weiterer Steigerung der zugesetzten Blutkérperchen sinkt dann die 


prozentual und absolut geléste Menge sehr schnell. 

Es war nun von Interesse, auch die Lecithinhimolyse unter den 
gleichen Bedingungen zu untersuchen. Zu einer gleichbleibenden Menge 
Lecithinaufschwemmung wurden der Reihe nach immer grébere 
Erythrocytenmengen zugesetzt. Das erhaltene Resultat ist durch die 
Abb. 1 wiedergegeben. 
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Wie man sieht, deckt sich der Verlauf der Serumhaimolyse unter 
denselben Bedingungen voéllig mit dem der Lecithinhimolyse, so dab 
auch hierin ein Beweis fiir die Einreihung der Serumhimolyse unter 
die Adsorptionshamolytica gegeben ist. 


Das weitere Eindringen in den Proze$, der sich an der Erythro- 
cytenmembran abspielt, wurde auf folgende Weise versucht: Die 
Erythrocyten wurden mit hitzeinaktiviertem hamolysierendem Serum 
| Stunde digeriert; hierdurch war zwar eine Adsorption von Hamolysin 
(Bindung von Amboceptor) erméglicht; die eigentliche Lyse (die 
Komplementwirkung) konnte aber nicht stattfinden. Mit den ab- 
zentrifugierten und in physiologischer Salzlésung gewaschenen Blut- 
kérperchen wurden dann Versuche angestellt, die erweisen sollten, ob 
sich an ihnen irgendwelche Veranderungen nachweisen lieBen. 


Etwas Derartiges wire ja ohne weiteres méglich. So bestatigte 
erst letzthin Mond altere Versuche, in denen gezeigt wurde, daB Blut- 
kérperchen, die durch kurzes Verweilen in einer Seifenlésung gewisser- 
maBen sensibilisiert, aber nicht himolysiert waren, durch Einbringen 
in eine Calciumsalzlésung fast momentan aufgelést wurden. Der Vorgang 
wird so gedeutet, daB zuniachst die Seifen mit gewissen Wandbestand- 
teilen der Membran eine Verbindung eingegangen sind und die eigent- 
liche Lyse erst dann eintritt, wenn durch die Calciumionen Kalkseifen- 
komplexe aus der Wand herausgefallt werden. Ein gleiches Verhalten 
zeigen Blutkérperchen, wenn man sie mit Brillantgriin in an sich nicht- 
himolytischer Verdiinnung einige Zeit digeriert (Brown und Mackie). 
Auch durch diese Behandlung werden die Erythrocyten derart verandert, 
daB sie sich bei Zusatz von nicht hamolysierendem Normalserum auf- 
lésen (Farbstoffzusatz zu Serum bleibt ohne Erfolg). 


Eine ahnliche Sensibilisierung, die etwa der Bordetschen An- 
schauung einer Beizenwirkung des Amboceptors parallel ginge, konnte 
auch hier zu erwarten sein. 


Die Versuchsanordnung ergab sich aus diesen Uberlegungen in 
sehr iibersichtlicher Weise: Die wie vor angegeben behandelten roten 
Blutkérperchen wurden gleichzeitig mit den gleichen aber unbehandelten 
Erythrocyten der Lecithin-, der Hypotonie-, der Gallensdiure- und der 
Saponinhamolyse unterworfen. Die mehrfach ausgefiihrten Unter- 
suchungen (eine Reihe ist in Tabelle II wiedergegeben) ergaben mit 
grober RegelmaBigkeit, dab ein Unterschied zwischen vorbehandelten 
und nativen Erythrocyten nicht festzustellen ist. Die Veranderungen 
an der Erythrocytenmembran durch die Bindung des Hamolysins 
sind also auf diese Weise nicht zu fassen. Es findet weder eine Steigerung 
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der Empfindlichkeit fiir solche Hamolytica, die am Lecithin, noch 
fiir solche, die am Cholesterin angreifen, statt. 


Tabelle II. 
a unbehandelte Hammelerythrocyten ; 
b = mit inaktiviertem Schweineserum 4% Stunde digerierte Hamme!-. 
erythrocyten. 
A. Hypotoniehémolyse. 
a... .. . . Resistenzbreite 0,24 bis 0,58 
a. a - 0,24 ., 0,58 
B. Lecithinhaémolyse, 
hamolysiert von 1,0cem Erythrocyten durch 5,0 cem Lecithin- 
aufschwemmung in physiologischer Kochsalzlésung. 
Pe ae eee 
Oe al Tea ae! ae lie. “al a ley an pe 


C. Gallenséurehaémolyse, 
hamolysiert von 2,0cem Hammelerythrocyten durch 5,0 cem 
n/100 Natriumdesoxycholatauflésung in physiologischer Kochsalzlésung. 


Biel « 24% ea 


Saponinhémolyse, 
haimolysiert von 2,0ccem Erythrocyten durch 5,0 ccm 0,0001 ° iger Saponin- 
lésung (Merck) in physiologischer Kochsalzlésung. 
Bes 6 whe’ s Oe cl's 2-4 soe ee oe 
or ee ares 


Auch der dritte Weg, Einblick in die Vorginge bei der Bindung 
des Hamolysins zu gewinnen, fiihrte zu keinem wesentlichen Fort- 
schritt der Erkenntnis. 

Der sehr auffallende Befund aus der ersten Mitteilung, dab die 
Verdiinnung eines himolytischen Systems aus Hammelblutkérperchen 
und Schweineserum mit physiologischer Salzlésung zu einem Fort- 
schreiten der Hamolyse iiber den vorher erreichten Endpunkt fiihrte, 
hat in den Versuchen von Fuchs iiber die proteolytischen Fermente des 
Serums eine eigenartige Parallele gefunden. Fuchs (zum Teil in Gemein- 
schaft mit v. Falkenhausen) fand, dab artfremdes Fibrin im Reagenzglas 
durch Serum verdaut wird. Dieser ProzefS kommt jedoch bald zum 
Stillstand, da hemmende Kérper auftreten, die sich im verdauenden 
Serum anreichern und das Fortschreiten der Verdauung verhindern. 
Den Beweis hierfiir konnte Fuchs in sehr eleganter Weise liefern, indem 
er die Verdauung in einem Dialysierschlauch vor sich gehen lie, der 
von standig gewechselter Ringerlésung umspilt war. In diesem System 
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ging der ProzeB bis zur vélligen Verdauung der Fibrinflocke vor sich. 
Die hemmenden Kérper gehen also in das Dialysat tiber, wie dies auch 
aus folgendem Versuch erhellt: Setzt man zu einem Versuch im Reagenz- 
glase das Dialysat eines friiheren Versuchs hinzu, so findet gar keine 
oder nur eine ganz geringgradige Verdauung des Fibrins statt. 

Im Grunde duBert sich hierin wohl der gleiche Vorgang, wie wir 
ihn bereits bei Verdiinnung der Hamolysemischung beobachten konnten. 
Fuchs hat jedoch seinen Befund schon dahin prazisiert, daB der hemmende 
Korper kristalloiden Charakter haben mub. Es war daher zu unter- 
suchen, ob das gleiche fiir das hemmende Agens bei der Serum- 
himolyse gilt. 

Die bei der Dialyse einer Himolysemischung gegen eine Ringer- 
losung erzielten Ergebnisse sind in der Tabelle III wiedergegeben. 


Tabelle 111. 


Wirkung der Dialyse auf eine Hamolysemischung. 





Hamolysierte 
Blutkérperchen 
0 
a) Hamolyse zwischen 5,0 cem Schweineserum und 1,5ecem Hammel- 
blutkérperchen nach 24 Std. . . 76 
b) Die gleiche Mischung im Dialysierse hlauch gegen Ringer 24 Std. 
dialysiert . orig we ea eo ee 78 


Die Dialyse des hamolytischen Systems ist also ohne jeden EinfluB 
auf den Endpunkt der Lyse der Erythrocyten. Der fragliche hemmende 
Kérper kann also nicht kristalloiden Charakter besitzen, wie es nach 
den Versuchen von Fuchs bei den hemmenden Stoffen wahrend der 
Serumproteolyse der Fall ist. 

Dieses Ergebnis hat eine prinzipielle Bedeutung. Es erscheint 
damit mit Sicherheit der Beweis geliefert, daB die von Fuchs unter- 
suchten proteolytischen Vorginge nicht mit den eigentlichen Immun- 
vorgangen — als ein solcher ist wohl auch die Fremdserumhamolyse 
zu betrachten — identisch sind. Es geht dies auch schon aus den Be- 
funden von Fuchs selbst hervor: Bei der Bindung von Toxin und 
Antitoxin in vitro fand er im Gegensatz zu der bei der Fibrinverdauung 
auftretenden Reststickstoffvermehrung eine Verminderung des _ nicht- 
gleich kolloidalen Stickstoffs. 

Weitere Untersuchungen mit der Methode der Dialyse bestatigten 
im wesentlichen schon friiher bekannte Resultate. Das sogenannte 
Komplement geht nicht in das Dialysat tiber: Blutkérperchen, die 
mit inaktiviertem haimolysierendem Serum behandelt waren, wurden 
mit dem Ultrafiltrat des nicht inaktivierten Serums versetzt. Dabei 
trat keine Hamolyse auf. In einem anderen Versuch wurde ein nicht 
hamolysierendes Serum mit Erythrocyten gemengt und diesem Gemisch 
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das Ultrafiltrat eines hamolytisch wirksamen Serums zugesetzt.  Auc/) 
hier trat keine Hamolyse ein — ein Beweis, dab auch das Himolysiy, 
kolloide Struktur besitzt. 

Die Aufklarung, die durch diese Untersuchungen iiber die erste 
Phase der Fremdserumhimolyse erhalten wird, bedeutet nur einen 
geringen Fortschritt gegeniiber den aus der letzten Arbeit erhaltenc:, 
Resultaten. Die roten Blutkérperchen adsorbieren das Himolysin ay 
ihrer Oberfliche. Die Hamolyse durch dieses Ferment verliuft gema\ 
dem Typus eines Adsorptionshimolyticums in der Nomenklatur von 
Herrmann und Rohner, greift also mit gréBter Wahrscheinlichkeit an 
dem Lecithinkomplex an, wie dies schon aus den bedeutsamen Unter- 
suchungen Landsteiners und Levenes erhellt. Die bereits friiher aus- 
gesprochene Vermutung, da auch die Fremdserumhimolyse unter 
Quellungsanderungen des kolloidalen Systems der Erythrocyten- 
membran verlaiuft, erfahrt weitere Bestatigungen. Welcher Prozeti 
sich allerdings an dieser Membran abspielt, ist zurzeit nicht zu ent- 
scheiden. 

Der Hemmungsvorgang bei der Hamolyse ist in diesen Versuchs- 
reihen nur so weit behandelt worden, als er mit dem Problem der 
Hiamolysineinwirkung sehr eng verkniipft war. Es steht aber mit 
Sicherheit fest, dab bei der Hamolyse das hemmende Agens nicht, wie 
in den Proteolyseversuchen von Fuchs. dialysabel ist, sondern in 
kolloidaler Form vorhanden sein muB bzw. mit einem Kolloid ver- 
gesellschaftet ist. 

Eine interessante Bestatigung haben die hier niedergelegten Ansichten 
iiber das Sondergebiet der Fremdserumhaémolyse durch Ponders Unter- 
suchungen auch in vielen anderen Fallen erfahren. Ponder leitet fiir die 
Saponinhémolyse und ebenso fiir viele andere Haémolytica die Formeln 
der monomolekularen Reaktion ab. Allerdings glaubt er daneben 
wenigstens bei den von ihm untersuchten Hamolytica — eine zweite 
Gleichung einfiihren zu miissen, in der die verschiedenartige Resistenz 
der Erythrocyten beriicksichtigt wird. Bei der Serumhémolyse ist dies 
nach den Resultaten der ersten Studien nicht nétig, da abgebrauchte 
Erythrocyten aus einem Hamolyseversuch, die wegen dessen Unvollstandig- 
keit iibriggeblieben waren, in vdéllig gleicher Weise wie die nativen von 
frischem Serum haémolysiert wurden. Auch Ponder beschreibt die hemmenden 
Wirkungen von Serumzusatz und erklért sich diese als Adsorption von 
Lysinen an die Kolloide des Serums. 


Untersuchungen tiber die Vorgdnge bei der zweiten Phase 
der Fremdserumhdmolyse. 


Der zweite Teil der Experimente war der Untersuchung der 
eigentlichen Lyse der Erythrocytenmembran gewidmet. Diese zweite 
Phase stellt sich in der Ehrlichschen Anschauung als die sogenannte 
Komplementwirkung dar. Die Ansicht, daB dieser Vorgang nicht mehr 
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als ein strukturchemischer angesprochen werden kann, sondern als 
kolloidchemische Reaktion aufzufassen ist, gewinnt immer mehr an 
soden. Es ist wohl nur als ein allgemeiner Ausdruck fiir diese Theorie 
anzusehen, daB F. Klopstock das kolloidale Milieu des Serums als das 
Komplement betrachtet. Diese Milieuwirkung in kolloidchemischen 
Einzelreaktionen dem Verstindnis naher zu bringen, war Ziel der 
folgenden Untersuchungen. 

Das kolloidale Milieu des Serums wird zum grébten Teil durch 
die EiweiBkérper, zu einem geringeren durch die sogenannten Lipoide 
reprasentiert. An diesen beiden Fraktionen muBbten die Studien ein- 
setzen. 

Eine Reihe von Autoren haben die experimentelle Grundlage fiir 
die Anschauung beigebracht, daB die Antigenfunktion eines Serums 
in der Hauptsache an die Globulin- bzw. an die Euglobulinfraktion 
gekniipft ist. So hat Kapsenberg in langen Versuchsreihen den Nachweis 
gefiihrt, daB bei der Wassermann schen Reaktion und sonstigen Immun- 
reaktionen die Globuline die Trager der Reaktion sein miissen. Auch 
Doerr schlieBt aus seinen Versuchen auf die allgemeine Bedeutung der 
Globuline fiir die Immunreaktionen des Serums. Forssmann, dem 
wir die Kenntnis der heterogenen Antigene verdanken, glaubte zwar aus 
der Tatsache, daB im Liquor die Wassermannsche Reaktion ohne 
nachweisbares Vorhandensein von Globulinen vor sich gehen kann, 
diese These ablehnen zu miissen. Doch weist Sachs mit voller Berechti- 
gung darauf hin, daB aus den zur Anstellung der Reaktion verwandten 
Substraten Globulinanteile herausgelést werden kénnten, die in diesem 
Falle die Funktion der Serumglobuline itibernehmen. Sachs und seine 
Schiiler, sowie Landsteiner und Levene haben in vielen Untersuchungen 
weiterhin gezeigt, dab nur die Verkopplung von Eiwei8 mit Lecithin 
das letztere zu einem vollwertigen Antigen macht. Die Bindung von 
Lecithin mit einem Globulin scheint nach den mannigfachen Studien 
dieser Schule die Grundlage aller serologischen Reaktionen zu sein. 

In physikalisch gerichteter Arbeitsweise haben Freundlich und 
Beck im AnschluB an die Untersuchungen Reitstétters dargetan, dal die 
sensibilisierende Wirkung eines Immunglobulins auf eine Eisen- 
hydroxydsollésung gegeniiber einem normalen Globulin deutlich ver- 
indert ist. Die Albumine wiesen demgegeniiber keinen meSbaren 
Unterschied auf. Nachuntersuchungen von Rabinerson, der sich ein- 
gehend mit der Frage der Sensibilisierung befaBte, bestatigen in den 
fiir die folgenden Untersuchungen wichtigsten Befunden die erwahnten 
Ergebnisse. 

Es miissen sich also nach all diesen Studien die entscheidenden 
Anderungen, die zu den Immunvorgingen gefiihrt haben, an den 
Globulinen eingéstellt haben. 


Biochemische Zeitschrift Band 197. 2% 
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In den hier niedergelegten Versuchsprotokollen wird der Versi}; 
beschrieben, die kolloidchemischen Vorgiange, die sich wahrend «\¢s 
Immunvorganges — als solcher ist ja auch die Fremdserumhimo)) s¢ 
aufzufassen -- abspielen, zu analysieren. 

Als MaB der kolloidchemischen Veranderungen wurde die Fallhar 
keit des Globulins bzw. des Euglobulins durch 50- bzw. 27°, ive 
Sattigung mit Ammonsulfat gewahlt. Wie aus den Studien von Hajn:, 
Hajner und O. Arndt an unserem Institut hervorgeht, besteht der 
Vorgang der Aussalzung in einer chemisch und mathematisch gut 
faBbaren Polarisation des Kolloids durch die mit den Salzen in die 
Lésung gebrachten groben Elektrizitatsmengen. 

Veranderungen der kolloidalen Struktur der Eiwei8kérper miissen 
sich daher an der Fallbarkeit etwa in ahnlicher Weise ausdriicken, wie 
in den Sensibilisierungsversuchen. Die Fallbarkeit zu analysieren 
bietet aber insofern Vorteile, als uns ausreichend genaue Methoden 
zur Verfiigung stehen, Veranderungen in der Konzentration der gefillten 
oder nicht gefallten EiweiBkérper zu erfassen. So gelang es z. B., den 
Nachweis zu fiihren, daf8 das Serumglobulin durch Zusatz einer Lecithin- 
aufschwemmung, durch Coffeinzusatz u. a. m. in seiner Fallbarkeit 
deutlich beeinfluBt wird. Es tritt unter diesem Zusatz eine scheinbare 
Vermehrung des Albumins in dér Serumlésung auf, die in Wirklichkeit 
darauf beruht, daB Euglobulin der Fallung entgeht, indem es seinen 
Dipolcharakter andert. 

Diese Befunde haben eine Bedeutung auch fiir die Immunvorgiange 
im Organismus. (Goldberger konnte nachweisen, daB bei einer ganzen 
Reihe pathologischer Zustinde des Menschen eine Verbreiterung der 
Globulinfallungszone (gepriift mit Verdiinnungen von Acid. lact.) 
sowohl nach schwacheren Verdiinnungen als auch nach starkeren Ver- 
diinnungen hin auftritt. 

Von groBem Interesse ist ferner der Nachweis der verminderten 
Fallbarkeit der Serumglobuline fiir die Fragestellung der Fremdserum- 
hamolyse. Es gelingt namlich, durch Zusatz einer etwa 2° igen Coffein. 
lisung zu einer Haimolysemischung die Hdmolyse durch artfremdes Serum 
zu unterdriicken. 

Diese Coffeinwirkung setzt nun nach den Studien Arndt und 
Hajners hauptsachlich an der Globulinfraktion ein, in der auch die 
gesamten Immunfunktionen des Serums (z. B. von Counter) wieder- 
gefunden wurden. 

Aus diesen Befunden wurde eine Arbeitshypothese abgeleitet. 
daB die Fallungsverhinderung und die Unterdriickung der Hamolyse 
kausal verkniipfte Vorgange seien, und daraus eine weitere Berechtigung 
zu der Untersuchung der Fiallbarkeit der EiweiBkérper nach Voll- 
bringung einer Immunreaktion abgeleitet. ° 
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Methodik. 


Zur Methodik der Faéllung und der Bestimmung des gefallten bzw. in 
Losung gebliebenen Anteils ist folgendes zu bemerken: Saémtliche Messungen 
wurden mit dem Zeissschen Fliissigkeitsinterferometer, basierend auf der 
Bestimmung der Refraktion der EiweiBkérper, ausgefiihrt. Da immer mit 
dem gleichen Serum gegen eine unbehandelte Kontrolle gearbeitet wurde, 
hbestanden keine Bedenken theoretischer Art gegen die sehr schnelle und 
zuverlassige Methode der Feststellung der Konzentrationsénderungen der 
brechenden Stoffe. Als Vergleichsfliissigkeit diente die Verdiinnungs- 
bzw. Fallungsfliissigkeit, mit der die betreffende Reihe behandelt war. 
Kine Umrechnung der abgelesenen Trommelteile auf irgendwelche Eiweib- 
prozentzahlen wurde bei der sehr anfechtbaren Exaktheit dieser Rechnungen 
nicht vorgenommen. Sie hatte auBerdem fiir die auszufiihrenden Messungen 
keinerlei Bedeutung, da nur Brechungsdifferenzen in ein und demselben 
Serum bei verschiedener Behandlung und bei verschiedenartigen Zusétzen 
zur Untersuchung standen. Gemessen wurde zum gréGten Teil in einer 
5-mm-Kammer mit etwa zehnfach verdiinntem Serum; einige Resultate 
sind auch mit der 20-mm-Kammer erhalten. Die kleinere Schichtdicke 
wurde bei den Hamolyseversuchen bevorzugt, da bei der Verdiinnung des 
hamolytischen Serums auf 1: 10 infolge der stérenden Eigenfarbe gerade 
bei dieser Schichtdicke noch eine exakte Ablesung der Interferenzbinder 
erfolgen konnte. Die Ablesungen erfolgten unter Vornahme all der von 
Loewe geforderten Kontrollen des Instruments. 

Die eigentliche Schwierigkeit der Untersuchungen bestand darin, 
die Fehlergrenze der sonstigen Manipulationen der éuBerst groher Genauig- 
keit des Interferometers anzugleichen. Eine Schwierigkeit, die in &hnlichen 
Versuchen von Langenstrass infolge von Pipetten- und Verdunstungsfehlern 
nicht véllig tiberwunden werden konnte. Der genaue Arbeitsgang einer 
solehen Versuchsreihe ist im einzelnen aus dem ausfiihrlich gegebenen 
Versuchsprotokoll der Tabelle IV zu ersehen; hier seien nur die allgemeinen 
Prinzipien dargestellt, nach denen vorgegangen wurde. 

Sobald ein Serum, das selbstversténdlich steril entnommen und ver- 
arbeitet wurde, zur Analyse gelangte, wurden die einzelnen Proben 
sei es nun, daB sie irgendwelche Zusatze erfuhren, oder inaktiviert wurden, 
oder gefallt wurden — in sterile Réhrchen eingeschmolzen, die erst kurz vor 
der interferometrischen Messung eréffnet wurden. Die Abmessung der 
verschiedenen Fliissigkeiten und Lésungen erfolgte in keinem Falle mit der 
Pipette — selbst geeichte Prazisionspipetten erwiesen sich als zu ungenau —, 
sondern ganz gleichméBig fiir jede Lésung aus derselben Prazisionsbiirette, 
die in tiblicher Weise gegen Verdampfungsverluste und Verunreinigungen 
geschiitzt war. Das Zentrifugieren, das zur Abtrennung des Niederschlags 
von dem Uberstand vorgenommen wurde, erfolgte in ausgedimpften, mit 
Gummistopfen armierten Glasern aus Pyrexglas, dessen Giite mebbare 
Veranderungen durch Alkaliabgabe oder dergleichen ausschlieBt. 

Mit dieser Art der Verarbeitung gelang es nach einiger Ubungszeit 
ohne weitere Fehlresultate — ich nehme hier eine einzige Reihe aus, bei der 
infolge nicht steriler Entnahme des Serums eine Zersetzung eingetreten 
war —, die Fehlerbreite der Ablesungen bei Verwendung der 5-mm-Kammer 
auf 1 bis 2 Trommelteile, bei Verwendung der 20-mm-Kammer auf 1 bis 
3 Teilstriche zu beschranken. Die Kammern waren wahrend der Ab- 
lesungen gegen Verdunstung durch Paraffin abgedichtet. Die Ablesungs- 


temperatur betrug etwa 21 bis 22°C. 


26 * 
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Die erste Versuchsreihe beschaéftigte sich mit der Frage, ob in dey 


Fallbarkeit der SerumeiweiSkérper nach Ausiibung der hamolytisch, 
Wirkung auf fremde Blutkérperchen irgendwelche Veranderungen na 
zuweisen sind. 

Die Féllungen wurden vorgenommen, indem mit neutralisiert: 
Ammonsulfat solche Verdiinnungen angesetzt wurden, daB in der Ve: 
suchslésung eine 50- bzw. 27°,ig gesattigte Lésung resultierte. Dj, 
schwaéchere Konzentration sollte die Verainderungen des Euglobulin 
getrennt erfassen. 

Schweineserum wurde in exakt abgemessenen Mengen auf eine be 
stimmte Menge Hammelblutkérperchen wirken gelassen. Zur Kontrol|: 


kamen folgende Lésungen in den Versuch: Hamolyse der gleichen Menge 


Hammelblutkérperchen durch die dem Serumzusatz entsprechende Meng: 


Wasser; unbehandeltes Serum; inaktiviertes Serum; ein gleiches Gemiscl 


von inaktiviertem Schweineserum mit Hammelblutkérperchen wie in 
Versuch. 


Das genaue Protokoll eines solchen Versuchs ist in Tabelle IV 


niedergelegt. Die anschlieBende Tabelle V gibt die Resultate zweier 
weiterer in der gleichen Weise angestellten Versuche wieder, die nur 
ein Paradigma der mehrfach bestatigten Befunde bieten sollen. 


Tabelle 1V. 


Material: Sterile Hammelblutkérperchen und steriles Schweineserum. 


4 Stunden alt. 


Voéllige Hamolyse findet noch bei einer Konzentration von 0,5 cem 


Hammelerythrocyten auf 7,5cem Schweineserum statt. Es werden an 
gesetzt und eingeschmolzen in je zwei Réhrchen: 

. = Schweineserum allein. 
Schweineserum inaktiviert. 


I 


i 
H. = 7,5cem Schweineserum (spéter inaktiviert und mit 
Erythrocyten beschickt ). 
W. H. = 7,5ccem Wasser + 0,5 Hammelblutkérperchen. 
H 


= 7,5cem Schweineserum + 0,5 Hammelblutkérperchen. 


Réhrchen 8. i. und 8. i. H. werden eine halbe Stunde im Wasserbad 
bei 55 bis 56° inaktiviert und dann abgekiihlt. Danach kommt in 
Réhrehen 8. i. H. noch ein Zusatz von 0,5 cem Hammelblutkérperchen 
Alle Réhrehen werden gemeinsam | Stunde im Brutschrank belassen 
Dann erfolgt nach Abkiihlen auf Zimmertemperatur eine Verdiinnung 
bzw. Fallung wie folgt: Zu je 9,0 cem einer physiologischen Kochsalz- 
losung, einer 30°,ig gesattigten und einer 55°,ig gesattigten Ammon- 
sulfatlésung wird 1,0 cem von jedem Versuchsréhrchen zugesetzt. Die 
Roéhrechen werden mit Gummistopfen verschlossen und 4 Stunden im 
Eisschrank belassen. Dann wird im gleichen Glase zentrifugiert. Die 
Ablesung erfolgt nach Einstellung auf die Zimmertemperatur gegen 
die zu gleicher Zeit angesetzten, ebenso behandelten Kontrollen, die 
statt mit Versuchsfliissigkeit mit Wasser beschickt sind. 
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Interferometrische Ablesungen. 
Jede Ablesung erfolgt gegen dreimal gewechselten Kammerinhalt; a und b 
sind die Doppelbestimmungen, die den ganzen ProzeB hindurch neben- 
nander gelaufen sind. Bei den angegebenen Trommelteilen ist der Aus- 
-chlag der Nullage des Instruments (gewéhnlich 37 T. T.) bereits abgezogen. } 


Ablesungen gegen 





physiol. Kochsalzlésung 1, ges. (NH,).SO, ‘yo ges. (NHy),SO, 


Serum unbehandelt. 
356—355— 356 


602—603—604 


602—602—601 
602—602—602 


106— 106— 106 
106—107— 106 


675—675—675 
675—674—-674 


Es berechnet sich 


a) 603—604— 603 56}4—563—563 


562—562—562 


Serum inaktiviert. 


564—563—563 
562—563— 562 


Wasserhamolyse. 


107—107—107 
106— 107— 106 


Serumhamolyse. 


644—644—644 
642—648—642 


die Werte aber aus der einfachen Addition der 


354—354—354 


352—352—353 
352—353—352 


91—92—91 
91—91—91 


428-427 —42s8 
427—427—427 





Refraktionen von Serum und himolysierten Erythrocyten, wobei zu beachten 
ist. daB das Serum durch den Zusatz eine Verdiinnung auf 7,5/8 erfahrt: 





674 634 413 
Also eine Differenz von 
te) +10 + 14 
Erythrocyten mit inaktiviertem Serum. 
a) 5S9—58S9—590 548—548—549 340—340— 339 
b) 590—590—590 550—550—550 342—343—343 
Tabelle V. 


Versuch 17. Angesetzt Rinderserum mit menschlichen Blutkérperchen 
im Verhaltnis 6.0 zu 0,3. Versuchsanordnung wie vor. 
Mittelwerte der interferometrischen Ablesungen 





ysiol. 1), ges 1/, ges 
Kochsalzlésung (NH, SO, (NH,).SO, 

RS ee ee ee eee 575 5d4 358 
Inaktiviertes Serum ....... 574 556 359 
Wasserhamolyse (6,0 Wasser 

+03 Erythrocyten. . . . _ S4 80 80 
Sevembimolyss . .. 1. 3 se 632 616 431 
Wie voriges berechnet . ..... 630 606 420 
Differenz also ] + 10 + 11 


Serum inaktiviert + Erythrocyten . 585 45 350 
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Versuch 29. Angesetzt Schweineserum und Hammelerythrocyten in dé 
Verhaltnis 5,0 zu 0,8. Versuchsanordnung wie vor. 





iol. 1 5 1 ; 
Kochedislésung (NHSSO, — (N if,).S0, 
Schweineserum. . . ergs 500 458 301 
Schweineserum inaktiviert : arevk 500 460 299 
Weespmimolyes . 0... 5 6 ss 102 99 100 
Serumba’molyse ......... 533 508 379 
Se ee ae 532 493 358 
a a 7] +15 + 24 
Versuch 19. 
Menschenserum ......... 599 567 401 
Schweineserum. . . 532 506 320 
5,0 Menschenserum + 05 ‘Hammel- 
blutkorperchen (keine Hamolyse) . 591 560 389 
5,0 Wasser + 0,5 kiltehimolysierte 
Hammelerythrocyten . . 95 94 93 
5,0 Menschenserum + 0,5 kiiltehiimo- 
lysierte Hammelerythrocyten. . . 639 609 456 
Berechnet wie voriges . . 639 610 458 
5,6 Schweineserum + 0,5 kiltehamo- 
lysierte Hammelerythrocyten 4 580 567 397 
Berechnet wie oben ....... 579 555 384 
a ae oe 4 +12 +13 


Aus diesen Zahlen geht mit aller Sicherheit hervor, daB unter 
dem EinfluB8 des spezifischen Hamolysevorganges eine Verminderung 
der Fallbarkeit der Serumglobuline eingetreten ist. Diese Abweichung 
betrifft, wie zu erwarten war, hauptsachlich die Euglobulinfraktion. 
Es ist also die gleiche Erscheinung wie bei einfachem Zusatz von Lecithin- 
aufschwemmung zu einem Serum. In beiden Fillen ist wohl die Er- 
klarung dadurch gegeben, daB der Lecithinzusatz bzw. das Auftreten der 
Hamolysespaltprodukte zu Adsorptionsverbindungen von Globulinen mit 
Lecithiden fiihrt, so dap diese nicht mehr in gleicher Weise wie die nativen 
Eiweipkorper des Serums polarisierbar sind. Es war nur die Frage, ob 
diesem ProzeB bei der Hamolyse eine spezifische Bedeutung innewohnt. 
Es kénnte die Lyse durch irgend einen anderen Bestandteil des Serums 
eingetreten sein, und die gelésten Lipoide der Membran wiirden dann 
an das Globulin adsorbiert, was ein fiir die Hamolyse irrelevanter 
Vorgang wire. 

Diese Einwande konnten in den folgenden Versuchsreihen widerlegt 
werden. Bei Mischungen von nicht hamolysierendem Serum traten 
keine Verschiebungen in der Fallbarkeit der Globuline ein. Verwendet 
man zu den Versuchen durch Kalteeinwirkung himolysierte Erythro- 
cyten (Gefrieren im Ather-Kohlensaureschnee), so ist die Verminderung 
der Fallbarkeit nur dann zu verzeichnen, wenn die Mischung mit einem 
an und fiir sich auf die betreffenden Erythrocyten himolytisch wirk- 
samen Serum erfolgt (vgl. Tabelle V, Versuch 19). 
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Nach diesen Resultaten muB die Lyse ursdchlich mit dem Vorgang 
der Adsorption gewisser Membranbestandteile an die Globulinfraktion 
des Serums verkniipft sein, und dieser Vorgang erscheint als das Prinzip, 
das die Lyse an sich bewirkt. Der Zusammenhang zwischen der Kom- 
plementfunktion des Serums und seiner kolloiden Struktur ware also 
durch die adsorbierenden Eigenschaften des Globulins gegeben. 


Die endgiiltige Festlegung auf dieses Resultat erforderte noch die 
Ausschaltung mehrerer Fehlerquellen. Es ware ja méglich, daB in 
diesem Gemisch von Serum mit Erythrocyten eine ganz andere Auf- 
splitterung der Blutkérperchen stattfande als bei der als Kontrolle 
henutzten Wasserhamolyse. Diese Auffassung erscheint durchaus nicht 
abwegig, sie 1aBt sich aber an den bei Bestimmung der Brechungs- 
indizes gewonnenen Zahlen bei den verschiedenen Himolyseformen 
nicht bestatigen. Es wurden Fremdserum-, Kalte-, Hypotonie-, Saponin- 
und Gallensiurehimolyse in dieser Hinsicht untersucht. Wie die 
Tabelle VI ergibt, ist der Brechungszuwachs unter sonst gleichen 
Bedingungen iiberall derselbe. Die Unterschiede zwischen den ver- 
schiedenen Hamolysearten, die nach den Forschungen von Herrmann 
und Rohner sowie Hatturi sicherlich bestehen, lassen sich mittels des 
Interferometers nicht*nachweisen und fallen also als Kehlerquelle fiir 
die Untersuchungen fort. . 


Tabelle VI. 
Interferometrisehe Untersuchung der verschiedenen Hamolyseformen. 
a) 19,5cem Wasser; b) 19,0 ccm physiologischer Kochsalzlésung 
+ 0.5cem 0,5°%iger Saponinlésung; c) 19,5cem physiologischer Koch- 
salzlésung mit einem Gehalt von etwa n/10 desoxycholsaurem Natrium; 
d) 19,5cem Schweineserum; e) 19,5cem Lecithinaufschwemmung in 
physiologischer Kochsalzlésung (0,15 °,ig). 
Zu jedem Réhrchen werden 0,5ccm Hammelerythrocyten zugefiigt. 
Ablesung erfolgt interferometrisch gegen die entsprechende Lésung, der 
statt Blutkérperchen Wasser zugesetzt ist. 


Wasserhimolyse .... . . . . 130 Trommelteile 
Saponinhémolyse. ...... . 130 
Gallenséurehimolyse .... . . 130 
Serumhémolyse ....... . 130 


Lecithinhaémolyse ist wegen der Dichtigkeit des Mediums nicht zu 
untersuchen. 


Da die Fragestellung mehr und mehr zu den allgemeinen Immun- 
vorgingen fiihrte, wurde in diesem Zusammenhang untersucht, ob 
sonstige Immunprozesse, insbesondere die Toxinbindung, durch ein 
antitoxisches Serum eine gleichartige Verainderung der Fallbarkeit 
der EiweiBkérper des Serums zeigten. Als Versuchsobjekt wurde die 
Neutralisation von Diphtherietoxin durch ein 500faches Serum benutzt. 
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Nach den Untersuchungen von Freundlich, der Veranderungen «i; 
sensibilisierenden Eigenschaften der Globuline nur an antitoxisch: 
nicht an antibakteriellen Seris nachweisen konnte, schien von vor 
herein nur dieser ProzeB fiir die Analyse geeignet. 

Die Anordnung der Versuche war im allgemeinen die gleiche wi 
bei den Hamolyseversuchen; nur konnte, da ja das Toxin kein 
stérende Eigenfarbe aufwies, eine gréBere Menge Toxin dem Serum 
zugesetzt werden. 

Die mehrfach kontrollierten Resultate sind folgende: Es ist auc! 
bei der Bindung von Toxin durch ein antitoxisches Serum eine sel 
deutliche Verschiebung der Fadllbarkeit der Globulinfraktion nachweisha; 
Sie liegt in der gleichen Richtung und ist von derselben GréBenordnuny 
wie die bei der Hamolyse beobachteten Vorginge. 

Allerdings treten die Veranderungen erst nach lingerer Zeit auf 
Es muBte bis 24 Stunden nach der Mischung gewartet werden. Normales 
Serum zeigte keine oder nur eine geringe Verainderung der Fillbarkeit 
der Globuline bei Mischung mit Di-Toxin — entsprechend seiner nur 
geringen Bindungskraft fiir dasselbe (Tabelle V11). 


Tabelle VII. 


Veraniderungen der Fallbarkeit der Globuline in einem antitoxischen Serum, 
zu dem Toxin zugesetzt wurde, und das 24 Stunden im Brutschrank be- 
lassen wurde. 


Interferometrische Ablesungen gegen 





. i 1), ges. lig ges. 
Kochsalzlésung (NH,))SO, (NHg)oS,0 


Diphtherietoxin allen ...... 74 66 67 
Diphtherieserum ......... 680 646 302 
1,0 Diphtherietoxin + 7,5 Wasser. . 38 30 31 
7,5 Antiserum + 1,0 Diphtherietoxin 641 611 309 
ee. sos we ee oe eG 639 600 298 
er 4 +11 +11 
Inaktiviertes Serum ....... 680 44 304 
7.5 inaktiv. Serum + 1,0 Diphtherie- 

NCL he: Fe SSS Ga eS 640 602 299 


Das gleiche Verhalten wie normales Serum zeigt nach dieser 
Tabelle auch ein inaktiviertes Antiserum. 

Diese Versuche sind insbesondere im Hinblick auf eine sehr ahnliche 
Fragestellung von Fuchs und v. Falkenhausen beachtenswert. Diese 
beiden Autoren wiesen im Zusammenhang mit ihren schon vorhin 
erwahnten Studien tiber die proteolytischen Fermente des Serums 
nach, dab bei der Bindung von Toxin und Antitoxin in vitro (sie 
priiften ebenfalls an Diphtherie) nach 24 Stunden eine Verminderung 
der Reststickstofffraktion in dem Gemenge nachzuweisen ist. Die 
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\bnahme betrifft in gleichmaBiger Weise das Toxin wie das Antitoxin. 
Die Schliisse, die weiterhin auf die Bindungsvorginge bezogen werden, 
«ind in diesem Zusammenhange nicht abzuhandeln. 

Es besteht jedenfalls eine ganz auffallige Parallelitat zwischen 
diesen beiden Befunden. Die Deutung, die Fuchs und v. Falkenhausen 
ihrem Befunde geben, ist allerdings eine andere: Sie denken daran, dal 
EiweiBbruchstiicke bei der Bindung von Toxin und Antitoxin zu 
Stoffen von héher molekularer Struktur zusammengetreten sind, so 
daB diese durch das Fallungsmittel (Trichloressigsiure) ausgefillt 
werden. 

Im Zusammenhang mit den oben beschriebenen Veranderungen der 
Fallbarkeit wird vermutlich auch dieser Befund in dem Sinne zu deuten 
sein, daB die — irgendwie — aufeinander wirkenden Toxine und Anti- 
toxine an die Globuline adsorbiert werden und hier unschadlich gemacht 
werden. Durch diese Adsorption erklirt sich, ebenso wie schon 
oben bei dem Vorgang der Hamolyse, die veranderte Fallbarkeit des 
Euglobulins und damit auch das Verschwinden dialysabler N-haltiger 
Substanzen. 

Vielleicht spielt sich der ganze Vorgang in der Grenzschicht des 
Globulinmolekiils ab. 

War in diesen Versuchen der Zusammenhang der Komplement- 
wirkung mit einer adsorbierenden Wirkung des Globulinmolekiils 
gefiihrt, so lieBen die erhaltenen Resultate daran denken, mit Hilfe 
dieser Methodik auch einen AufschiuB tiber die Wirkung inaktivierender 
MaBnahmen auf das Komplement zu erhalten. Insbesondere war hierbei 
zu untersuchen, wie die in der ersten Mitteilung beschriebene Hemmung 
der Fremdserumhamolyse durch Erhéhung der Salzkonzentration zu 
deuten sei. Die alleinige Wirkung der Salze, das Ausbleiben einer 
Hemmung bei einer Rohrzuckerlésung von gleichem osmotischen 
Druck, lieB von vornherein erwarten, daB die Veranderungen sich in 
irgendwelchen Umladungen des Eiweibes auBerten. Nur die elektro- 
lytisch dissoziierten Salze kiénnen ja vermdége ihrer elektrischen Krafte 
in die kolloidale Struktur quellungsférdernd oder entquellend eingreifen. 

Als wichtiger Fingerzeig in dieser Beziehung, der die Frage in 
den Rahmen der hier behandelten Probleme einbeziehen lie}. war 
ferner die Feststellung U'meji Hiratas zu verwerten, dab Fremdserum- 
haimolyse durch Coffeinzusatz zu unterdriicken ist, und daB andererseits 
der Coffeinzusatz auf die Fallbarkeit der Serumglobuline in der gleichen 
Weise wie ein Lecithinzusatz einwirkt. Dieser Befund erscheint vor 
allem angetan, die Bedeutung, die der Globulinfraktion fiir das Zu- 
standekommen einer Immunwirkung zugeschrieben wird, zu erharten. 
Der gleiche Vorgang, wie er bei der Hemmung der Hamolyse durch 
das Coffein bewirkt wird, wird normalerweise durch die Toxinbindung 
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bzw. die Hamolyse herbeigefiihrt. Man kann diese Erscheinung kaum 
anders deuten, als indem man annimmt, dab die Adsorptionskraf: 
des EiweiBes durch das Coffein unterdriickt ist, daB also eine Besetzuny 
der adsorbierenden Eigenschaften bereits stattgefunden hat und infolge 
dessen die Hamolyse unterbleibt. 

Auffallig ist hierbei nur, daB ein Lecithinzusatz, der doch zu den 
gleichen Veranderungen der Fillbarkeit fiihrt, im Reagenzglase keine 
Hemmung der Hamolyse bewirkt. 

Es ist gewagt, sich iiber den Unterschied der beiden Vorginge 
exakte Vorstellungen zu bilden. GewiB ist es Landsteiner gelungen. 
mit dem Atherextrakt aus roten Blutkérperchen die himolysierende 
Fahigkeit eines auf diese Erythrocyten himolytisch wirkenden Serums 
zu vermindern. Mit reinen Lecithinlésungen, die doch dieselbe Ver- 
minderung der Fallbarkeit der Globuline hervorrufen wie das Coffein. 
gelingt das jedoch nicht. Vielleicht ist es die Verschiedenheit der 
chemischen Struktur der Lipoide aus den roten Blutkérperchen — die 
ja wasserléslich im Gegensatz zu all unseren kiinstlich dargestellten 
Produkten sind —, die dann an anderen Stellen des Globulinmolekiils 
adsorbiert werden. 


Die Coffeinwirkung mu man sich nach den Ergebnissen der 
Untersuchtngen von Adler als ein Freisetzen von adsorbierten Sub- 
stanzen aus der Adsorptionsschicht der Globuline vorstellen. Adlers 
hochinteressante Versuche zeigten nimlich, daB durch einen Coffein- 
zusatz ein Serum, das nur die indirekte Bilirubinreaktion nach Heymanns 
van den Bergh gibt, in ein direkt reagierendes umgewandelt werden kann. 
DaB die beiden, nach diesen Resultaten wohl entgegengesetzt auf das 
Globulin wirkenden Mittel — Coffein setzt adsorbierte Stoffe in Freiheit., 
Lecithin wird adsorbiert — auf die Fiallbarkeit in gleichem Sinne 
wirken, kann nach den Untersuchungen von Hafner nicht unverstandlich 
bleiben. Nur die elektrischen Momente sind fiir die Fallung verant- 
wortlich, und diese kénnen bei den beiden verschiedenartigen Vor- 
gangen die gleichen sein. Es war von vornherein klar, daB die Erfassung 
dieser polaren Verschiebungen der EiweiSkérper nur ein Charakteristikum. 
nicht die alleinige Ursache der Immunitatsvorginge erfaBte. 


Die Untersuchungen, die den EinfluB der verschiedenen inakti- 
vierenden MaBnahmen auf die Fallbarkeit der Globuline nachweisen 
soliten, ergaben nun folgendes: 


Durch Hitzeinaktivierung tritt keine Veranderung in der Fallbarkeit 
der Euglobulinfraktion ein, wie dies ja bereits aus den Kontrollversuchen 
der Tabellen IV und V hervorgeht. Irgendwelche Brechungsunter- 
schiede gegeniiber dem unbehandelten Serum lieBen sich auch bei 
Verwendung starkerer Konzentrationen in keiner Fraktion feststellen. 
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Dab vor der Fallungsbehandlung kein Unterschied gegeniiber der 
Kontrolle gefunden wurde, steht in Ubereinstimmung mit den Resultaten 
von Bachmann. Die Annahme von Hirsch, dab bei dieser Art der Be- 
handlung eine Zunahme der Refraktion eintritt, die er im Sinne einer 
Vergréberung der labilen EiweiBfraktion deuten méchte, lieB sich in 
keiner der vielen Untersuchungen bestatigen. Auch ein durch die Ver- 
gréberung der Teilchen eventuell vermehrter Tyndalleffekt konnte 
in hier nicht wiedergegebenen Versuchen nicht nachgewiesen werden. 
Irgend ein nennenswerter Ausschlag ergab sich bei keinem der mit 
Hilfe des Nephelometers ausgefiihrten Vergleiche. Die Inaktivierung 
mit Coffein ergab wiederum das bekannte Resultat einer verminderten 
Fallbarkeit der Euglobulinfraktion. Salzinaktivierung fiihrte zu einer 
geringen, kaum verwertbaren Verschiebung in der gleichen Richtung. 

Diese Versuche erschlossen also auBer den bereits bekannten 
Daten bei der Coffeininaktivierung keine wesentlichen Unterschiede 
zwischen den verschiedenen Arten der Inaktivierung. Es lag nahe, 
zu weiterem Eindringen in die Vorgange die Fillungshemmung des 
Globulins durch Lecithinlésung dienstbar zu machen. 

Nach den Auseinandersetzungen der vorhergehenden Abschnitte 
ist diese Falfungshemmung mit Wabhrscheinlichkeit als eine Adsorption 
des Lecithins an das Euglobulin aufzufassen. Es sollte an Hand dieses 
Adsorptionsvorganges festgestellt werden, ob die adsorbierenden Eigen- 
schaften des Globulins gegeniiber dem Lecithin sich irgendwie ver- 
andert hatten. 

Die Anordnung der Versuche war folgende: 

Serum, das auf verschiedene Art inaktiviert war, wurde im Eisschrank 
unter Beobachtung all der vorher angegebenen Kautelen 24 Stunden mit 
einer 0,15° igen Lecithinaufschwemmung in physiologischer Kochsalz- 
lésung digeriert. Dann wurde die Fallung durch Ammonsulfatzusatz vor- 
genommen, die sich darauf beschrankte, die gesamten Globuline zu er- 
fassen. Die Resultate wurden mit denen eines unbehandelten Serums 
verglichen; die Ergebnisse einer solchen Versuchsreihe sind in Tabelle VIII 
wiedergegeben. 


Tabelle VIII. Versuche iiber die Faéllungsverminderung durch Lecithin- 
zusatz bei Vornahme inaktivierender MaBnahmen. Angesetzte Versuche. 


A. 4,0 Serum -+- 4,0 physiologischer Kochsalzlésung. 


B. 4,0 aN 2,0 a = + 2,0 Lecithinlésung. 

C. wie A., nur hitzeinaktiviertes Serum. 

_ wo ae ‘e - %” 

E. 4,0 Serum + 2,0 physiol. Kochsalzlésung + 2,0 Glucoselésung (33°, ig). 
F. 4,0 - + 2,0 Lecithinlésung + 2,0 Glucoselésung. 

G. 4,0 ,, +- 2,0 physiol. Kochsalzlés. + 2,0isotonischer Ca Cl,-Losung. 
Bm. 40 » + 2,0 Lecithinlésung + 2,0 isotonischer CaCl,-Lésung. 

I. 4,0 oe + 2,0 physiol. Kochsalzlés. + 2,0 Kochsalzlés. (7,5° ig). 


K. 4,0 = + 2,0 Lecithinlésung + 2,0 Kochsalzlésung. 
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Interferometrische Ablesungen in der 20-mm-Kammer, nach Verdiinnuny 
auf ein Zehntel mit physiologischer Kochsalzlésung oder Fallung n 
Saéttigung von Ammonsulfat (gleiche Endverdiinnung). 








_ "le fe Differenz — "le Ln ye Differen 
A 1483 1004 479 E 1689 1457 (232) 44 
B 1449 1040 409 F 1676 1475 (201) 402 
C 1485 1005 479 G 1475 1000 475 
D 1450 1037 413 I 1473 998 475 
E und F miissen wegen der starken I 1520 1058 462 
Glucosekonz. auf die Halfte verd. werden] K 1516 1040 476 


Die Salzinaktivierung durch eine hypertonische Lésung von 
Natriumchlorid oder durch Calciumchlorid in isotonischer Lésuny 
zeigt eine sehr deutliche Hemmung der Lecithinadsorption und damit 
der Fallbarkeitsverminderung der Globuline. Danach mu& also der 
Angriffspunkt bei der Hemmung der Immunhamolyse durch Zugabe 
von hypertonischen Salzlésungen ebenfalls im kolloiden System des 
Serums, in der Euglobulinfraktion, liegen. 


Die Hitzeinaktivierung behalt auch nach diesen Studien die Unklar- 
heit ihrer Wirksamkeit. Man wird wohl nicht fehlgehen, wenn man 
annimmt, ‘daB durch die Erhitzung chemische Veranderungen gesetzt 
werden. Von Pauli ist ja gezeigt worden, daB die Hitzeinaktivierung 
durch Alkali revertiert werden kann, und andererseits hat Harris 
nachgewiesen, daB bei dieser Inaktivierung SH-Gruppen auftreten 
(Bestatigung durch Abderhalden und Wertheimer). Als ein Befund, der 
in dieser Richtung weiterzufiihren verspricht, ist das Ergebnis der 
Studien von Freund und Lustig zu verwerten, das die Veranderungen 
von physikalischer Seite angreift. In Tensiometermessungen lie sich 
nimlich nachweisen, daB das Serumeiweif bei langsamer Erhitzung 
einen deutlichen Knick in der Tensiometerkurve zwischen 53 und 56° C 
aufweist, der vielleicht im Sinne einer Wasseraufnahme zu deuten ist 
Die Verkniipfung mit den Immunvorgangen wird dadureh hergestellt. 
daB Immunsera diese Abknickung besonders deutlich zeigen 


Wie aber durch diesen Vorgang die Ausschaltung des Globulins 
aus dem Immunvorgang erfolgt — anders ]aBt sich wohl der Prozeb 
bei jeder Inaktivierung nicht deuten — ist zurzeit nicht zu tibersehen 


IV. 


Als letzte interessierende Frage wurde untersucht, welche Ver- 
anderungen die Adsorptionsfahigkeit der EiweiBkérper im anaphylak- 
tischen Schock erfahrt. Die Meinungen, ob sich der anaphylaktische 
Schock im Gewebe oder im Serum abspielt, sind ja noch immer geteilt. 
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Kinzelne allerdings nicht unwidersprochen gebliebene Beobachter 
berichten von einem vélligen Komplementschwund im Serum anaphylak- 
tischer Tiere. 

Im Zusammenhang mit den vorher erhobenen Befunden war es 
daher von Bedeutung, ob die adsorbierenden Krafte der Serumglobuline 
vegeniiber einem Lecithinzusatz irgendwie verandert waren. 

Zu diesem Zwecke wurde das Serum zweier Kaninchen vor und nach 
einem anaphylaktischen Schock (hervorgerufen durch Injektion von 
25ecem Pferdeserum 11 Tage nach der Sensibilisierung mit 1,0 ccm 
desselben Serums) untersucht. Die Entnahme von Blut erfolgte mit 
einem Abstande von 4 Stunden, so daB die grébsten Veranderungen, 
die durch die erste Punktion hervorgerufen waren, einigermaben aus- 
geglichen erschienen. Die Tiere waren nach der Reinjektion im deutlichen 
Stadium des anaphylaktischen Schocks, der sich in den bekannten 
Svmptomen: Tachypnoe, Lethargie, Urin und Diinndarmkotabgang, 
sehr eindrucksvoll darstellte. 

Die Untersuchung des Blutes ergab die aus der Tabelle 1X er- 
sichtlichen Resultate. 





T abelle IX ° 


Kinwirkung des anaphylaktischern, Schocks auf die Fallbarkeit der Serum- 


globuline mit und ohne Lecithinzusatz. 


Ablesungen gegen (Verdiinnungen auf ein Zehntel) 








physiol. 1/, Sattigung physiol 1/, Sattigung 
Kochsalze mitAmmon-  Differenz Kochsalze mit Ammon: Differenz 
losung sulfat lésung sultat 
Weibes Kaninchen. Schwarzweibes Kaninchen. 

A S867 665 202 A !* 1030 744 276 
kB 899 721 168 B 1058 908 150) 
( 839 632 207 ( 891 736 155 
D 872 714 158 D 910 810 100 





A. Natives Blut zur Halfte mit physiologischer Kochsalzlésung ver- 
diinnt. 

B. Natives Blut zur Halfte mit 0,15°,iger Lecithinaufschwemmung in 
physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt. 

C. Wie A., nur Schockblut. 

D. Wie B., nur Schockblut. 


Die Zahlen zeigen, daB sich im anaphylaktischen Schock keine 
sicheren Verianderungen der Fallbarkeit der einzelnen Fraktionen 
nachweisen lassen. Die beobachteten Unterschiede kénnen ohne weiteres 
mit der durch die Blutentnahme bedingten Verschiebung in Zusammen- 
hang gebracht werden. Auch nach Lecithinzusatz nimmt in beiden 
Fallen die Fallbarkeit in der gleichen Weise zu wie im nativen Blute; 
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die Unterschiede, die hierbei erhalten werden, lassen sich kaum irgendwic 
verwerten. Damit erscheint der anaphylaktische Schock anders 72) 
verlaufen als die untersuchten Immunreaktionen. Er muf ja etwa. 
ganz anderes reprasentieren, wie dies auch aus den Versuchen von 
Schittenhelm hervorgeht. Es tritt in dem Serum anaphylaktische: 
Tiere eine weitgehende Abgabe von Kalium aus den Blutkérperchen auf 
die natirlich geeignet ist, ganz andere Bedingungen fiir den Ablauf 
der Lebensvorgiange zu schaffen, die sich aber mit unserer Methodik 
nicht erfassen laBt. 


Zusammenfassung. 


Nach diesen Untersuchungen la8t sich zusammenfassend unser 
Standpunkt betreffs der Vorgange bei der Fremdserumhamolyse. die 
als Paradigma der Immunreaktionen angesehen wird, folgendermaben 
festlegen: 

Das Hamolysin (der Amboceptor) wird an die roten Blutkérperchen 
adsorbiert und lockert dort, indem es in irgend einer Weise an dem 
Lipoidkomplex angreift, die Struktur der Membran derart, daB ein 
zweiter Prozeb, die eigentliche Lyse, stattfinden kann. Dieser besteht 
in der Adsorption der gelockerten Membranbestandteile an die 
Euglobulinfraktion des Serums. Veranderungen, die an der kolloid- 
chemischen Struktur dieses Kérpers vorgenommen werden, unterbinden 
die eigentliche Lyse. 

In solchem Sinne wirken die Salzinaktivierung, der Zusatz von 
arteigenem Serum, der Coffeinzusatz. 

Das Hamolysin kann den AuflockerungsprozeB unabhangig hiervon 
bewirken, so daB sich die mit inaktiviertem Serum vorbehandelten 
Erythrocyten in bekannter Weise in an und fiir sich nicht hamolysieren- 
dem Serum, das aber die wirksame Englobulinfraktion enthalt, auflésen. 


In ganz ahnlicher Weise spielt sich der Vorgang bei der Entgiftung 
eines Toxins durch das zugehérige Serum ab. 


Der anaphylaktische Schock bewirkt keine Veranderung der 
Fallbarkeit im Sinne der hier erhobenen Befunde. 
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Uber Menschenfett. 


Ve mm 


A. Heidusehka und C. Handritsehk. 


(Mitteilungen aus dem Laboratorium fiir Lebensmittel- und Garungschemi« 
der Sachsischen Technischen Hochschule in Dresden.) 


(Eingegangen am 17. April 1928.) 


In den letzten 2 Jahren wurden von uns méglichst viele Menschen. 
fette untersucht mit dem Ziele, die Kenntnis tiber dieses Fett zu ver- 
groBern und soweit wie méglich festzustellen, ob Unterschiede bestehen 
zwischen normalen und pathologischen Fetten. 


Mit den Untersuchungen iiber das Menschentfett beschaftigten sich’ 
zuerst Chevreul und spiter Heintz. Die neueren Untersuchungen wurden 
von Mitchell’, Partheil und Ferié?, Jdckle*®, Knépfelmacher* und Rosenfeld® 
angestellt. Unter anderem schieden Partheil und Ferié das Menschenfett 
durch Auspressen in einen festen und einen fliissigen Anteil. Sie hielten 
den fliissigen Anteil fiir Dioleostearin und den festen fiir Tripalmitin. 
Jdckle stellte fest, dal! in dem Menschenfett einfache Glyceride der Ol-, 
Palmitin- und der Stearinséure enthalten seien. Daneben sollten geringe 
Mengen der Glyceride der niederen Fettséuren vorkommen. 

Die Zusammensetzung des Menschenfettes wiirde nach Jdckle folgender- 


maben sein: 


CO ee ee ae eae le 
De « & + te tee + we oe ee ee ee 
NM hte Uh lat ental que anv wo ee S65. 
OS SF a re ee ee 0,33 °, 
A ee ae ae ener were se 0,084 °, 


Erben® findet im Menschenfett 1,18°, freie Fettséuren, 0,56°, Lecithin 
und 1,17°, Cholesterin. Nach Knépfelmacher und Rosenfeld spielen bei 
der Beurteilung des Fettes auch das Alter und die Ernahrung eine Rolle. 
Z. B. soll das Fett der Polynesier dem Kokosfett in der Zusammensetzung 


1 Analyst. 1896, S. 172. 

2 Arch. f. Pharm. 1893, 8. 545. 

* Chem.-Ztg. 1897, 8S. 163. 

* Chem. Centralbl. 1898, 8. 788. 

®° Chem.-Ztg. 1902, S. 110. 

® Zeitschr. f. physiol. Chem. 1903, S. 436. 
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shnlich sein, da die Menschen dort sich in der Hauptsache von Kokosniissen 
ernéhren. Ein ahnlicher EinfluB der Nahrung soll fiir das Fett der Eskimos 
sutreffen. Weil sie in der Hauptsache Fische verzehren, soll das Fett einen 
tranartigen Charakter annehmen. R. Meyer! fand das Fett, gewonnen aus 
Menschenhaaren, mit einem Schmelzpunkt von 27°. Der Schmelzpunkt 
der Gesamtfettséuren betrug 35, der Erstarrungspunkt 23°. Das Fett 
wies den typischen Geruch der menschlichen Haare auf. O. Wagner? ver- 
suchte in einer Arbeit iiber das Menschenfett Unterschiede zwischen den 
normalen und pathologischen Fetten mittels der Konstanten zu finden. 
Er stellte aber nur so geringe Schwankungen der Konstanten fest, dab 
er nicht das Vorhandensein wirklicher Unterschiede zwischen normalen 
und pathologischen Fetten anzunehmen wagte. Wacker® hat ebenso wie 
Jdackle von einem groBen Material die Konstanten des Menschenfettes 
bestimmt. Wir haben eine Reihe von Fetten untersucht, teils véllig normale 
Depotfette und teils solche, die als pathologisch bezeichnet werden muBten. 
Wie Wagner fanden auch wir nur geringe Unterschiede, so daB auch wir 
glauben behaupten zu diirfen, daB Unterschiede zwischen pathologischen 
und normalen Fetten durch die Konstanten sich nicht angeben lassen. 


Die Ergebnisse unserer Untersuchungen sind in der folgenden 
Tabelle zusammengestellt, der wir ein Verzeichnis der verwendeten 
Fette beifiigen. 








U bersichtstabelle. 
7 Fett: I Il ll IV Vv 

Refraktioniert bei 25° . 50,0 00 6| 51,9 51.9 
ED a aa 6 fe 1,28 1,21 1,32 1,12 0.96 
Verseifungszahl . . .. 197.2 197.5 191,2 190.9 189.4 
CE os ye we 63,08 58,43 62,62 62,11 62.17 
Unverseifbares . . . °% 0,189 0,192 0,176 0179 0,209 
in po tey ae 0.0901 0,0998 | 0,0673 0,0787 0.0953 

. Fett: VI vil 1 2 
Refraktioniert bei 25° . 51.9 51.9 49. 8—52.1 50.2—50.3 
ee 1,43 0,78 
Verseifungszahl . ... 187,1 194.5 192,1—197,1 193.3—199.9 
ne. kG ewe 62.15 57,40 58,4—70,2 65.2 —73.3 
Unverseifbares ... % 0.197 0.2629—0,8688 0,33 
i ea, ” 0.0565 _ —_ 0.084 


Zum Vergleich enthalt die Tabelle noch die von Wacker (1) und 
Jéackle® (2) friiher bestimmten Werte. 

In der Tabelle selbst ist das Fett nur mit einer Nummer angegeben. 

I. Fettgewebe vom Oberschenkel und aus der Schamgegend einer 
an Lungentuberkulose erkrankten und an Herzschwache gestorbenen 


1 R. Meyer, Ber. ii. d. Naturforschervers. in Meran am 25. Sept. 1905. 
2 Diese Zeitschr. 174, 412ff., 1926. 

3 Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 349, 1912. 

4 Ebendaselbst 78, 349, 1912. 

5 Ebendaselbst 36, 53, 1902. 
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Frau im Alter von 67 Jahren. Das Fettgewebe ist als normal a: 
zusprechen, da es sich um natiirliches Depotfett handelt. 

II. Fettgewebe aus Herzmuskulatur und Gekrése einer an Lungen 
tuberkulose und Syphilis erkrankten und verstorbenen Frau im Alte; 
von 30 Jahren. Es besteht Verdacht auf degenerative Verfettung. 

III. Fettgewebe einer 35 Jahre alten, an Syphilis erkrankten 
Frau. Es handelt sich hierbei um verfettete und von der Syphilis 
schon teilweise angegriffene Nebennieren. Degenerative Verfettung 
liegt hier unbedingt vor. 

IV. Eine verfettete Leber einer 32 Jahre alten, an Lungentuber 
kulose erkrankten und verstorbenen Frau. Die Leber ist augenfiallig 
total verfettet. 

V. Fettgewebe aus Oberschenkel. Bauchfell und Gekrése einer 
Frau im Alter von 40 Jahren. Krankheit: Lungentuberkulose. Ge- 
storben an Herzschwiche. Es liegt kein Anhaltspunkt fiir degenerative 
Verfettung vor. 

VI. Verfettete Leber einer 50 Jahre alten Frau, herriihrend von 
Lungentuberkulose. Die Leber ergibt beim Auslassen eine groBe Menge 
Fett und trigt alle Anzeichen einer weit vorgeschrittenen degenerativen 
Verfettung. i 

VII. Fettgewebe, welches gelegentlich einer Nabeloperation einer 
30 Jahre alten Frau entfernt wurde. Die Kranke neigte zu starker 
Fettsucht. 

Diese Fette befanden sich bei Inangriffnahme in absolut frischem 
Zustande. Das ausgelassene Fett war bei Zimmertemperatur von 
fliissiger bis halbfester Konsistenz. Die aus den Lebern gewonnenen 
Fette waren im Gegensatz zu den anderen hellgelb gefarbten von etwas 
dunklerem Aussehen. 

Der Geruch alter Fette war schwach élartig. 

In bezug auf die Art der Fettsduren ist zu sagen, dab bei den 
Untersuchungen auber geringer Menge einer héheren ungesattigten 
Saure, wahrscheinlich Arachidonsaure, die aber nicht in allen Fetten 
anzutreffen war, andere als Ol-, Palmitin- und Stearinsaure nicht 
gefunden wurden. 

Experimenteller Teil. 

Zum Zwecke der Untersuchung wurden die Fette mittels der 
Fleischmaschine zerkleinert und bei Wasserbadtemperatur  aus- 
geschmolzen. Es wurde dieser Weg der Vorbereitung gewahlt und nicht 
die Extraktion, um méglichst einheitliche reine Fette zu erhalten. 
Die geschmolzenen Fette wurden filtriert und einen Tag bei 90 bis 100° 
gehalten, um die letzten Reste von Feuchtigkeit zu entfernen. Auf- 
bewahrt wurden sie in méglichst gut verschlossenen Glasbiichsen vor 
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Licht geschiitzt. Dem vielfach empfohlenen Auspressen der Gewebe- 
teile konnten wir nicht zustimmen, da nach unseren Erfahrungen auf 
diese Weise triibe Fette von einem geringeren Reinheitsgrad erhalten 
werden. Die erhaltenen einzelnen Fettzahlen sind aus der vorher an- 
vefiihrten Tabelle zu ersehen. 

Zur Darstellung der ungesittigten sowie der gesittigten Fett- 
siuren wurde das Trennungsverfahren nach Varrentrapp': Verseifung 
des Fettes mit alkoholischer Kalilauge und Fallen mit heiber Lésung 
vom Bleiacetat verwendet. 

Die auf diese Weise erhaltenen ungesattigten Sauren hatten eine 
gelbliche Farbe. Die auBere Konsistenz war zahfliissig, durchaus 
élartig und vollkommen klar. 

Die quantitative Bestimmung der beiden Fettsiuregruppen ergab 
im Mittel folgende Werte: 


Uasebitinte Glare... kt cee ce oe HB 
eee Bees. wes 6 ke Hie ow ss RBS 


Man ersieht aus diesen Werten, dab ein Teil der gesattigten Sauren 
in den ungesattigten Sauren zuriickbleibt. Eine vollstandige Trennung 
gelang trotz aller Bemiihunger nicht. 

Von Wichtigkeit war, zu erfahren, ob die erhaltenen ungesattigten 
Siuren nur aus Olsaure bestanden oder nicht. 

Die Jodzahl dieser ungesittigten Saéuren war trotz ihres Gehalts 
an gesittigten Fettsiuren sehr hoch. Dieses zeigte sich vor allem bei 
den fliichtigen Sauren, die aus einigen pathologischen Fetten gewonnen 
worden waren. Die Jodzahl wurde durchschnittlich zu 81,47 gefunden, 
die Verseifungszahl dieser ungesattigten Fettsiuren betrug im Durch- 
schnitt 191.8. 

Um festzustellen, ob noch andere ungesittigte Saiuren héherer 
Art vorhanden sind, wurden die Oxydations- und die Bromierungs- 
verfahren ausgefiihrt. 

Zunachst wurde nach Hazura® oxydiert: 30g fliissiger Fettsauren 
wurden mit 36ccm Kalilauge (spezifisches Gewicht 1,27) verseift, 
worauf mit Wasser zu 2 Liter Gesamtfliissigkeit verdiinnt wurde 
Zu dieser Lésung wurden 2 Liter 1', °,iger K Mn O,-Lésung in diinnem 
Strahl unter Riihren der Turbine hinzuflieben gelassen und nach 
10 Minuten langem Stehen mit wisseriger schwefliger Saure bis zur 
vélligen Auflisung des Manganhyperoxyds versetzt. Der durch die 
Mineralsiure aus der Seife gebildete Niederschlag wurde nach dem 


1 D. Holde, Untersuchungen der Kohlenwasserstoffe und Fette, 5. Aufl., 


8. 523. Berlin. 
2 Monatshefte 8, 147, 156, 260, 1887; 9, 180, 198, 469, 941, 947, 1888; 


10, 190, 1889. 
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iiblichen Behandeln mit Benzin durch Ather extrahiert und so nach 
mehrfachem Umkristallisieren Dioxystearinsiure erhalten, die bei 131° 
schmolz. Wasserlésliche Oxydationsprodukte waren nicht vorhanden 
Dann wurden die Saiuren nach Farnsteiner' bromiert. 

Etwa 10g ungesiattigter Fettsauren wurden in Chloroform gelést 
und mit 10g Brom in 100 cem Chloroform bei Zimmertemperatur ver- 
setzt. Nach einigem Stehen wurde das Lésungsmittel abdestilliert und 
der Riickstand in heiBem Benzin gelést. Nachdem das Benzin erkaltet 
war, schied sich nach einiger Zeit ein kristallinischer Niederschlag aus 
Dieser Niederschlag wurde auf einem kleinen Filter gesammelt und mit 
Benzin gewaschen. Das so erhaltene Produkt war rein weib, es ent- 
stand aber nur in sehr geringer Menge. 

Es hatte keinen einheitlichen Schmelzpunkt. Bei etwa 180° trat 
langsam eine Schwarzung ein, bei 220° schmolz die Substanz undeutlich. 

Es handelte sich hierbei unzweifelhaft um ein Oktobromid der 
Arachidonsiure, wie es Wagner? in seiner Arbeit erwahnt. Versuche. 
von dem Oktobromid gréBere Mengen zu erlangen, scheiterten, da 
wahrscheinlich diese Arachidonsiure nicht in allen Menschenfetten 
vorkommt, sondern nur in bestimmten, vielleicht pathologischen 
Fetten. Wir konnten jedenfalls feststellen, daB in einer Reihe unserer 
Fette auch nicht die geringsten Spuren dieser Saure sich nachweisen 
lieB. Von ungesittigten Siuren kommt jedoch immer die Olsaure vor. 

Die bei der Gewinnung der ungesattigten Sauren ungeliést ge- 
bliebenen Bleiseifen wurden mit konzentrierter Salzsiure und Benzin 
behandelt, die in Benzin gelésten Fettsiuren durch Waschen mit Wasser 
von der Salzsiiure befreit und das Benzin dann verdampft. Die ge- 
sittigten Sauren blieben zuriick und wurden mehrfach aus Alkohol 
umbkristallisiert. 

Die weitere Untersuchung der Fettsiuren geschah nach dem Ver- 
fahren von Heintz*. Es beruht auf fraktionierter Fallung einer alko- 
holischen Lésung der gesittigten Fettsiuren mit Magnesiumacetat. 
wobei zu Anfang die kohlenstoffreichsten Sauren als Magnesiumsalze 
ausfallen. Man zersetzt die einzelnen Fraktionen mit Mineralsaure 
und erhalt so die reinen Saiuren. Auf diese Weise wurde das Vor- 
handensein von Palmitin- und Stearinséure nachgewiesen. 

1 bis 2g der Fettsiuren wurden in so viel Alkohol aufgelést, dat 
die Lésung bei Zimmerwarme klar blieb und hei mit einer alkoholischen 
Lésung von essigsaurer Magnesia ('/3, bis 1/4, des Gewichts der an- 
gewandten Siure) gefallt. Nach Abtrennen des gebildeten Nieder- 


1 Zeitschr. f. Nahrungs- u. GenuBmittel 1899, S. 1. 
2 Diese Zeitschr. 174, 414, 1926. 
% Journ. f. prakt. Chem. 66, 1, 1855. 
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schlags wurde die im Filtrat gebildete freie Essigsiure durch etwas 
\mmoniak abgestumpft, sodann weiter mit der gleichen Menge 
Magnesiumacetat gefallt. Dies wurde so oft wiederholt, bis keine 
Fallung mehr erfolgte. Die einzelnen Niederschlage wurden jeder fiir 
sich abfiltriert. 

Das Verfahren wurde mit Bariumacetat an Stelle von Magnesium- 
acetat in gleicher Weise ausgefiihrt und ergab nahezu die gleichen 
Resultate. Es wurden bei beiden Arbeitsweisen fiinf Fraktionen er- 
halten, deren Schmelzpunkte zwischen 56 und 40,5° lagen. 

Diese Fraktionen wurden wiederholt mit alkoholischer Magnesium- 
acetatlésung fraktioniert, und so gelang es endlich, zwei Sauren zu 
erhalten mit folgenden Konstanten. 





N Fp. Erstarrungspunkt 
Nr. °C °c 

I 70 67,5 

II 61.5 58,5 


Diese Zahlen deuten einwandfrei auf Stearinsaure (I) und Palmitin- 
saure (II) hin. 

Die Bestimmung des Cholesterins erfolgte nach M. Klostermann' 
und H. Opit: mittels der Digitoninfillung, es wurden Mengen von 
0.2 bis 0,5°%, erhalten. 

Lecithin wurde bestimmt wie es Jdckle* vorschreibt, indem 200 g 
des Fettes nach vorherigem Hinzufiigen geniigender Mengen von Kalk- 
milch und Entfernen des Wassers durch Einsetzen eines Filterdochtes 
verbrannt werden. In dem Riickstand wird die Phosphorsiure nach 
dem Molybdinverfahren bestimmt. Die gefundene Menge betrug 
0.07 bis 0,08 °,. 


1 Zeitschr. f. N. N. 26, 423, 1913; 27, 713, 1919. 
2 Zeitschr. f. physiol. Chem, 36, 53, 1902; Chem.-Ztg. 1897, 5. 163. 





Die Wirkungsstirke der Alkaloide 
und ihr Hydrolysengrad in gepufferten Lésungen als Funktion 
der Wasserstoffionenkonzentration des Mediums. 


Von 
Seibun Mayeda. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Instituts fiir Schiffs- und Tropen- 
krankheiten zu Hamburg.) 


(Eingegangen am 18. April 1928.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Es ist oft notwendig, wie bei Alkaloidsalzen, manchen Farb-. 
stoffen usw., die Menge der freien Base zu ermitteln, die in gepufferten 
Flissigkeiten durch Hydrolyse aus dem Salz in Freiheit gesetzt wird; 
denn die physiko-chemischen bzw. biologischen Eigenschaften der 
freien Base einerseits, ihrer lonen bzw. undissoziierten Salzmolekiile 
andererseits kénnen mitunter sehr verschieden sein. 

Bezeichnen wir mit y, den Hydrolysengrad eines Salzes, das 
aus einer starken Saure und schwachen Base mit der Dissoziations- 
konstante K, besteht, so ist definitionsgemaB: 

_ [BOH) 
,— (C] ? 
wo |C} die Gesamtkonzentration des Salzes und | BOH}] die Konzentra- 
tion der freien Base bedeutet. Es handelt sich dabei um die Koexistenz 
folgender Gleichgewichtsreaktionen : 


(1) 


a) Dissoziation des Salzes (BS): 
BS=.B +S’; 
b) Dissoziation des Wassers: 
H,O — H + OH’, 
[H’].[OH’]= K,, (2) 


c) Dissoziation der Base: 
B + OH’ — BOH, 

(B).{OH') _ 

[BOH} 


= KR». (3) 
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Unter der Voraussetzung, daB das Salz vollstandig dissoziiert ist, 


gilt: 
d) [B}+ [BOH) [C}. (4) 
Aus (2) und (3) folgt: 
pe ees : 
ti [BOH} in K,, (H J (9) 
on aus (L) und (4) 
[BOH|}=[C].~ | : 
. ; (6) 
[B’] = [C].(1 — »») J 
Durch Einsetzen von (6) in (5) erhalten wir: 
pen- 4 os K, (7 
| MS Ke + Ki(H)’ ‘ 
K,, = 
yb — —o (4a) 
K, + K,.10 ?H 





Diese Gleichung stellt also den Hydrolysengrad als Funktion von 





irb- " . * ‘ . - . ° 
nie |(H ] dar. Sie zeigt, daB y, von der Salzkonzentration unabhangig ist, 
rd: aber von K,, der GréiBe der Dissoziationskonstante der Base, abhangt, 
ie welche hier die Rolle eines Parameters spielt. 
ile Wie leicht zu beweisen ist, stellt die (y, |H"})-Kurve eine Hyperbel 
dar, welche die Ordinatenachse spitzwinklig schneidet, gegen die |H’|-Achse 
konvex verlauft, in dem Punkte, wo |H'|] = K,,/Kp ist, den Ordinaten- 
das wert 14 zeigt und schlieBlich mit wachsendem |H’| in die Asymptote tiber- 
ns- geht, die zur Abszissenachse parallel lauft. 
Wir wollen nun den Hydrolysengrad als Funktion von py betrachten. 
Setzt man m = log nat 10 = 2,303 (Modul der dekadischen Logarith- 
(1) men) und log nat [H'] = A in (7) ein, so erhalt man: 
K,, ; 
%, 2 : (7b) 
ra- K, + K,e™" 
NZ 
Differenziert man diese Funktion zweimal hintereinander nach h, 
so ergibt sich: 
dy, mK, K,e™ a 
. ; 0, 8 
ah K + Ke" ~ (8) 
w tT 
d? y, : me K,, K,e" a (K,e™" — K.) 
2 - > Aye 
dh (K, + K,.e™ os 
2) Der zweite Differentialquotient (I1) wird Null, der erste (I) positiv, 
der dritte (III) negativ, wenn: 
I. K,e"*> K, dh. [(H'])> KK, oder pK, < pg + pK, 
» h > i » > ; » » 
3) Il. K,e"™"= K, d.h. [H']= AK /K, oder pK, = pg + p&, 
. I. K,e™"< K, dh. (H']< K,/K, oder pK, > py + pK, 
/ 
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In Worten: Die (y7,-px)-Kurve hat fiir py = pK, — pK, einen 
Wendepunkt, in dem der Hydrolysengrad den Wert !. hat, was durch, 
Einsetzen von K, .e"" = K, in (7b) bewiesen wird. 


Von diesem Punkte aus nach der Seite der kleineren py-Werte 
hin verlauft die Kurve gegen die Abszissenachse konvex und nach der 
Seite der gréBeren py-Werte hin konkav. Aber die Kurve ist in dieser 
mittleren Strecke nur leicht gekriimmt und schneidet die Richtung 
der Abszissenachse unter einem Winkel von etwa 30°. Nach beiden 
Seiten geht die Kurve asymptotisch in die Richtung der Abszissenachse 
iiber (Abb. 1). 
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Abb. 1. 


{ Hydrolysenkurven von Salzen aus einer starken Saure und schwachen Base 


mit den Dissoziationskonstanten K,, = 10-9, 190-719, 19-89, 


Wie aus der Abb. | zu ersehen ist, erstreckt sich der Bereich des pg, 
in dem sich die Abhangigkeit des Hydrolysengrades praktisch bemerkbar 
macht, vom Wendepunkt aus um etwa 1,5 Einheiten nach beiden Seiten 
(po = pKy — pK», + 1,5); jedoch ist das Intervall, innerhalb dessen 
die Abhangigkeit einigermaSen stark ist, nur etwa py = pKy, — pK, + 1.0. 
Fiir pK, = 7,0 z. B. sind die entsprechenden Werte des Hydrolysengrades 

ee a lr! hel! 


Hydrolysengrad in Prozenten .-3,2. 9,1 50,0 90,9 96,9. 


Abhdngigkeit des Hydrolysengrades von der GréBe der Dissoziations- 
, konstante K),. 

Wie die Gleichung (7a) zeigt, haben die Kurven fiir verschiedene 
Werte von A, alle denselben Verlauf (Abb. 1). Wenn man also eine 
(¥» — pPu)-Kurve so weit nach links oder rechts verschiebt, daB die 
Abszisse ihres Wendepunkts den Wert pu = p&,, — pA, zeigt, erhalt 
man die (y, — pu)-Kurve fiir beliebige A, -Werte. 


Bei Salzen, die aus einer starken Saure und einer schwachen mehr- 
siurigen Base bestehen, erfolgt die hydrolytische Dissoziation je nach 
der GréBe der Dissoziationskonstante stufenweise. Theoretisch miissen 
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solehe Salze gesondert betrachtet werden. Fiir zweisiurige Basen 
\aBt sich durch ein ahnliches Verfahren die folgende Forme! aufstellen: 
Kt 
v2 = Ki 4 K, K,(H']+ K, Ke(HP ’ (9) 
w 1 u 1 2 
wo K, bzw. K, die erste bzw. zweite Dissoziationskonstante bedeutet. 
Wir wollen jedoch hier nicht darauf weiter eingehen, da 1. diese Hydro- 
K,, 

K,, + K,(H] 
einsdurige Basen, so daB man bei der graphischen Darstellung kaum 
eine Abweichung bemerkt, 2. die zweite hydrolytische Dissoziation 
praktisch nur bei verhaltnismaBig stark alkalischen Reaktionen und 
bei nicht zu kleinen A, in Betracht kommt. 


lysenkurve fast genau so verliuft wie bei 7, fiir 


H ydrolysenrestgrad. 
Wenn man das Verhiltnis des nicht hydrolysierten Anteils zur 
Gesamtmenge des Salzes als den Hydrolysenrestgrad (6) bezeichnet, 
so ist definitionsgemab 


__[C])—[BOH} _ | _ 
= [c] = 1 Yo» 
daraus 
a (10) 


K,. + K,{H]- 


Wie aus der Gleichung hervorgeht, steht die 6, -Kurve zur y,-Kurve 
im Spiegelbildverhaltnis; ihr Verlauf. Parameter usw. zeigen dieselben 
Verhaltnisse. 


Biologische Bestitigung der Hydrolysenkurve. 


Nach meinen Untersuchungen!, in denen ich die Abhangigkeit 
der Wirksamkeit von verschiedenen Chinaalkaloiden auf frei lebende 
Protozoen (Kolpidien) bei verschiedenen |[ H }-* und Giftkonzentrationen 
studierte, entspricht die Wirkungsstarke der Chininderivate der gewohn- 
lichen zweikonstantigen Exponentialgleichung y= a2". Die gesetz- 
maBigen Beziehungen zwischen der [H']-Konzentration und der 
Wirkungsstarke wurden von mir durch einen Adsorptionsvorgang erkliirt. 
So lautet z. B. die Adsorptionsgleichung fiir Optochinhydrochlorid: 


y = 3,7 .10° . x 
(fiir die Konzentration m/2000) und 
y = 4,0. 108. x? 


1 S§. Mayeda, Arch. f. Schiffs- u. Tropenhygiene 32, Beiheft 2, 1928. 
* Die verschiedenen [H']-Konzentrationen wurden mit doppelt ver- 
diinnten Sérensenschen Phosphaten reguliert. 
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(fiir die Konzentration m/200), wo y die Zeit in Minuten bedeutet 
nach der die Kolpidien abgetétet waren (Vergiftungsgeschwindigkeit ) 
und x die [H’] darstellt. 

Fiir gleichbleibende py-Werte lassen sich ahnliche Gleichungen 
aufstellen, z. B. bei Optochinhydrochlorid fiir py 7,0: 


Y = 2.4.10? . X®%’, 


wo X die molare Konzentration des Giftes in Mol pro Liter bedeutet. 


Es zeigte sich nun, daB die Konzentration der durch Hydrolyse 
frei gewordenen Alkaloidbase mit der ,,Giftkonzentration® gleichzusetzen 
ist’. Wiahlt man die aus der Gesamtkonzentration und der py-Zah! 
berechnete Konzentration an freier Base ({c]j,) als Abszisse, die Ver- 
giftungsgeschwindigkeit (Abtétungszeit in Minuten) als Ordinate, so 
ergibt sich eine Kurve, deren Verlauf der Adsorptionsisotherme ent- 
spricht. Dabei ist zu beachten, daB sich bei gréBeren Basenkonzentra- 
tionen ([{C] >1.107% Mol pro Liter) stets Oberflichensattigung 
einstellte. 
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Vergiftungsgeschwindigkeit der Kolpidien unter Optochinhydro- 
chloridwirkung und berechnete Konzentrationen der freien Optochin- 
base (die Dissoziationskonstante der Optochinbase wurde in erster 


1 Vgl. dazu: J. Traube, Kolloidchem. Beih. 3, 237, 1911/12; L. Michaelis 
und K.G. Dernby, Zeitschr f. Immunitétsforsch. 34, 194, 1922; P. Rona 
und E. Bloch, diese Zeitschr. 118, 185, 1922. 
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\nnaherung zu 10—%* angenommen, ein Wert, dessen absolute GréBe 
m Prinzip keine so wesentliche Rolle spielt. 


Das Resultat stellt, graphisch dargestellt, die nebenstehende 
typische Absorptionskurve dar (Abb. 2). 


Bei anderen von mir untersuchten Chinaalkaloiden (Chin- 
aethylinum hydrochloricum, Chinpropylinum hydrochloricum, Chin- 
amylinum hydrochloricum, Hydrochininum hydrochloricum und Chino- 
toxin)! bei verschiedenen H- und Alkaloidkonzentrationen lieB sich 
auch dasselbe Prinzip konstatieren. Abb. 3 zeigt das Ergebnis der 
Untersuchung mit Chininhydrochlorid. 


—y A+ x ] 
















£0} t + | 
| 
& "| [ Ww 6 0 OD 2 MF 
+ —=- [ Chininbase) 
& 50} 
= 
s * 
> J 
Yi | | 
‘ 90} Abb. 3. 
A r 
j 170} i 
730+ | 
150, ; + ; 
—> | Ouninbase} 
Zusammenfassung. 


1. Es wird der Hydrolysengrad (bzw. Hydrolysenrestgrad) eines 
hydrolysierbaren Salzes in einem Medium, dessen H -Konzentration 
kiinstlich reguliert ist, als Funktion vom px entwickelt. 

2. Der Hydrolysengrad eines Salzes aus einer starken Saure und 
einer schwachen Base mit der Dissoziationskonstante A, wird durch 

Ky 
K,, + K,(H) 
gegeben; diese Formel ist fiir denselben A,-Wert identisch mit der 
Dissoziationskurve einer schwachen Base. 


Yb — 


1 Es sei hierbei bemerkt, daB die sehr schwer léslichen Salze, wie Eu- 
cupin und Vuzin usw., die sich deswegen zu meinen Versuchsbedingungen 
fund zwar py = 6,0 bis 8,0, [(C] = m/200 bis m/2000] nicht geeignet 
erwiesen, in dieser Beziehung ausgenommen werden miissen. Vgl. hierzu 
L. Michaelis und K.G. Dernby (l.c.) nnd P. Rona und H. W. Nicolai, 
diese Zeitschr. 189, 331, 1927. 
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3. Mit Hilfe der Hydrolysengleichung wurde bei Chinaalkaloiden 
juantitativ nachgewiesen, daB 1. die Abhangigkeit der biologischen 
Wirkung der Chinaalkaloide vom py lediglich auf die durch hydro- 
lvtische Dissoziation frei gewordene Alkaloidbasen zuriickzufiihren ist. 
Dies ist theoretisch auch bei anderen Alkaloiden zu erwarten; 2. der 
lrager der biologischen Wirksamkeit nur die freie Chininbase ist ; 3. der 
Wirkungsmechanismus auf frei lebende Mikroorganismen, physikalisch- 
chemisch betrachtet, einen Adsorptionsvorgang darstellt. 


Herrn Prof. Dr. O. Stern (Physikalisch-chemisches Institut, Univer- 
sitaét Hamburg) spreche ich fiir seine freundlichen Ratschlage zu den 
mathematischen Ableitungen meinen verbindlichsten Dank aus. 








Abnahme des Saiuerungsvermégens und Anderung der Siure 
bei einem Pilz. 
(Gluconsaure- statt Fumarsiaure-Girung.) 
Von 
C. Wehmer. 


(Aus dem Bakteriologisch-Chemischen Laboratorium des Technisch-Chemi 
schen Instituts der Technischen Hochschule Hannover.) 


(Eingegangen am 19. April 1928.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Bei Weiterverfolg der im Jahre 1918 beschriebenen Versuche mit 
dem Pilz Aspergillus fumaricus' ergab sich die auffallige Tatsache einer 
allmahlichen, bis zum volligen Fehlen gehenden Abnahme der Ausbeute 
an Fumarsdure; an ihrer Stelle erscheint jetzt Gluconsdure. Es sei hier 
kurz tiber die chemisch-physiologisch interessante Erscheinung be- 
richtet. 

Als ich seinerzeit (1914) mit dem Pilz zu arbeiten begann, setzte 
er bis tiber 50°, des Zuckers so lebhaft allein in Fumarsaure um, dal 
tagelang eine kontinuierliche Gasentwicklung aus dem Kreidebodensatz 
der VersuchsgefaBe stattfand, der alsbald reichliche Abscheidung von 
Ca-Fumaratkrusten folgte*. In den Kriegsjahren blieb die Sache dann 
liegen, inzwischen wurde der Pilz in Reagenzglaskulturen auf Kartoffe! 
dauernd weitergeziichtet. 

Erst 1920 lieB ich durch Herrn Dipl.-Ing. A. Schiinemann die 
Arbeiten wieder aufnehmen. Schiinemann*, der auch Ca-Salze und 
freie Saure rein darstellte und analysierte, konstatierte bereits starkes 
Schwanken der Ausbeute neben besonders reichlichem Auftreten von 
Citronensdure, immerhin erhielt er im giinstigsten Falle noch tiber 
50°) freier Fumarsaure; vorhanden war sie stets. 

Fortsetzung der Versuche durch Dipl.-Ing. von Susich* (1922) 
ergab bereits mehrfach Fehlen der Saure, bei einer tiberraschenden 


' Ber. 51, 1663, 1918. 

2 Dem Plane, diese mit guter Ausbeute verlaufende Reaktion technisch 
zur Gewinnung von Weinséure (iiber Fumarséure) zu verwenden, lagen 
auch die verschiedenen Patente zugrunde. 

* Diplomarbeit, Hannover 1921. 

* Diplomarbeit, Hannover 1923. 
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Menge anderer Kalksalze (bis tiber 100°, des Zuckers, hauptsachlich 
Citrat). Noch ungiinstiger schnitten Versuche von Dipl.-Ing. Schreyer! 
1923 bis 1926 ab; Fumarsdure fand sich nur sparlich oder gar nicht, 
meist wieder Citronensdure, bisweilen wurde Gluconsdure gefunden. 


Schiinemann fand z. B. in sechs Versuchen noch 93 bis 123°, des 
Zuckers — stets Saccharose — an rohen Kalksalzen, in vier Versuchen 
stellte er daraus durch wiederholtes Auskochen mit Wasser 48,{) bis 
87.9°, reines kristallisiertes Calciumfumarat dar, in einem Falle stieg 
die Ausbeute auf 108,24 °,. 

Dagegen fand von Susich in vier Fallen aus je 30g Zucker tiber- 
haupt kein Fumarat, durch Fallung aus Salzsaure aber 13,3 bis 33,8 g 
(43 bis 113°.) an sonstigen Kalksalzen, hauptsachlich wieder Citra; 
in anderen Versuchen wieder aus je 30g Zucker 2,3 bis 16,5 g Ca-Fumarat 
(etwa 7,7 bis 36,7 °, Saure) neben 7,6 bis 10,1 g aus kochender Losung 
gefallter Kalksalze (25 bis 34,6°,,). Citronensdure konnte hier an Menge 
die Fumarsdure iibertreffen?. 

Schreyer fand einmal aus 120 g Zucker nur 14,72 g Fumarat (neben 
31 g Ca-Salzen anderer Sauren), ein andermal 3,1 g (neben 35,2 g), in 
zwei Fallen aus 100 und 60g Zucker tiberhaupt kein Fumarat. Zu 
dieser Zeit zeigte der Pilz besonders trages Wachstum, sichtbare Gas- 
entwicklung fehlte ganz. Innerhalb weniger Jahre war hiernach die 
Fumarsaureausbeute bis auf Null gesunken. Ob bei diesen letzt- 
genannten Versuchen vielleicht noch anderes mitgespielt hat, vermag 
ich nicht zu entscheiden. 


Jedenfalls beschloB ich, bei der Schwerverstandlichkeit dieser 
Ergebnisse, die Arbeiten selbst wieder aufzunehmen und fiihrte seit 
1926 eine gréBere Zahl von Versuchen verschiedener Dauer aus, ohne 
sonst an den Einzelheiten etwas zu andern. Auch hier war das End- 
resultat kein anderes. Fumarsdure trat nur ausnahmsweise und erst 
nach lingerer Zeit auf (nur in einem Versuch), dagegen lieferte der 
Zuckerumsatz in der Hauptsache Gluconsdure neben schwankenden 
Mengen Citronensdiure und Apfelsdure, bei laingerer Versuchsdauer 
verschwand dann die Gluconsdure wieder spurlos, indes die anderen 
Sauren blieben. Der Pilz schien ein chemisches Ratsel. 


Die wohl als erstes Zuckeroxydationsprodukt zu deutende Gluconséure 
ist neuerdings mehrfach als Pilzprodukt beobachtet, zuerst bei Aspergillus 


1 Unvollendete Dissertationsarbeit. 

2 Friiher betrug sie nur einen Bruchteil dieser; mein in gréBeren Proben 
aufbewahrtes Rohfumarat (bis 130°, des Zuckers) enthalt neben rund 
75° Fumarat nur 14°, Citrat, bei 5°, Feuchtigkeit, 5°, Ca-Carbonat, 
etwas Farbstoff und anderes. 
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niger 1922 von Molliard', Citronensaéure ist seit langem bekannt #, Apfelsaur: 
scheint hier neu (vielleicht friiher iibersehen); Fumarsaéure in relativ groBe: 
Menge fanden Takahashi und Sakaguchi auch bei Rhizopusarten*. 


Andeutungen auf Vorhandensein sonstiger organischer Sauren 
fand ich nicht (Zucker-, Glucuron-, Milch-, Wein , Bernstein- und 
Oxalsaure), bestenfalls konnten solche in dem Nachweis entgehenden 
minimalen Mengen vorhanden sein. Von diesen ist Zuckersaéure 1926 
von Griiss bei Hefen, von Challenger, Subramaniam und Walker 1927 
bei Aspergillus niger beobachtet, Milchséure neben Bernsteinsiure, 
Apfelsiure, Fumarsiiure* und anderem bei Rhizopus nigricans von 
F. Ehrlich 1919, bei anderen Rhizopus-Arten auch von Takahash/ 
und Sakagucht 1927 nachgewiesen. 


1. Versuche. 


Die Methode der Verarbeitung sei hier nur in kurzen Ziigen wieder- 
gegeben. Fiir alle Versuche gilt gleichmaBig 20 g Zucker (Saccharose 10°.) 
neben Pepton, Kaliumphosphat, primar, und Magnesiumsulfat, kristallisiert, 
im Verhaltnis 1: 0,5: 0,25 g; reines Calciumcarbonat je 7g. Bei Abschlusi 
wurden Pilzdecken, Kulturfliissigkeit und Kalkbodensatz getrennt fiir sich 
untersucht. Decken und Bodensatz mit heiBer Salzséure behandelt und aus 
der vorsichtig mit Ammoniak neutralisierten, darauf essigsaurer gemachten 
Lésung das Citrat (bisweilen mit Malat) durch Kochen gefallt, der in Lésung 


1 C.r. 174, 881, 1922; weitere Literatur s. Amelung, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 166, 161, 1927 (auch Dissertation Hannover 1927). Auf eine in den 
Kulturfliissigkeiten vorhandene weitere Séure wiesen schon Elfving und 
Suhr (Dissertation Hannover 1923, wo Literatur) hin, erst Molliard zeigte 
den Weg ihrer Isolierung (Alkoholfallung). 

2 Thre Bildung durch Aspergillus niger, zuerst von Currie 1917 und 
Elfving 1919 mitgeteilt, war hier schon linger bekannt, bereits 1914 fiihrte 
ich mit ihm umfangreiche Versuche zwecks technischer Gewinnung der 
Séure aus, da er sich hierfiir besser als die vorher von mir beschriebenen 
Citromycesarten eignet, ist tibrigens auch heute noch Gegenstand solcher 
Arbeiten. 

§ Journ. Agric. Chem. Soc. Japan 1, Nr. 5, 1925. Bei Rhizopus nigricans 
fand F. Ehrlich die Séure nur unregelmaéBig (Ber. 51, 1663, 1918), mein 
Pilz lieferte sie itiberhaupt nicht (Ber. 52, 562, 1919). 

‘ Bekannt ist der leichte Ubergang der drei letztgenannten Saéuren in- 
einander: Bacillus fluorescens bildete Fumarséure aus Apfelséure (Emmerling 
1902); Bac. pyocyaneus aus Asparagin, neben Apfelsiure (Aubel 1921); 
Bac. coli aus Fumarséure (und Ammoniak), Asparagin bzw. 1-Asparagin- 
séure und aus dieser wieder Fumarséure (Quastel und Woolf 1927), er 
reduzierte auch Fumarséure zu Bernsteinséure, wihrend Bac. pyocyaneus 
die Fumarséure (als Ammoniaksalz) véllig verbrannte (Quastel 1924). 

DaB Glyorylsdure erstes Umwandlungsprodukt des Zuckers in Pflanzen- 
zellen ist (Leuthardt 1927), darf wohl bezweifelt werden, Challenger und 
Mitarbeiter fanden sie als Spaltprodukt der Citronenséure durch Asper- 


gillus niger. 
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. 


leibende Rest aus dem Filtrat nach Einengen und Behandeln des Riick- 
tandes mit siedendem Wasser gewonnen!. 

Die Kulturfliissigkeit liefert bei wiederholtem Einengen zum dicken 

sirup mehrfach noch Abscheidungen schwer léslicher Ca-Salze (Reihe LI 
isbesondere), schlieBlich fallt Alkohol im UberschuB wesentlich Ca-Gluconat, 
on dem etwa noch vorhandene andere Ca-Salze nach Wiederlésen in heibem 
Wasser abgetrennt werden; nochmalige Alkoholfallung ergibt das reine 
Salz, die eingeengte alkoholische Fliissigkeit den Rest unzersetzten Zuckers, 
neist als schlecht kristallisierenden dicken Sirup (mit Beimengungen von 
Nahrsalzresten, Feuchtigkeit, Farbstoff und anderem). 

Quantitativ im Sinne des Analytikers ist die Methode keineswegs, 
bei sorgfaltiger Ausfiihrung gibt sie jedoch hinreichend genaue Resultate, 
der Schwerpunkt der Bestimmungen liegt natiirlich in der sicheren Iden- 
tifizierung der erhaltenen Kalksalze. Unschwer gelingt das mit dem Fumarat, 
Citrat und Gluconat, schwieriger ist schon das Malat stets die neutralen 
Salze vorausgesetzt . aus den ersten drei sind auch die freien Séuren 
dargestellt. Mit jeder der einzelnen Faéllungen wurden folgende Reaktionen 
durchgepriift ?: 

1. Dénigés- Reaktion®, eindeutig fiir Citronensdure, nur diese reagiert. 

2. Sublimation. Gluconsdure allein (auch Milchséure) gibt kein Sublimat, 
positiv dagegen Fumar-, Apfel-, Citronenséure und andere. 

3. Palladiumreaktion, negativ bei Citronensdure, positiv bei den iibrigen. 
Die Reaktion wurde von Hilger und Lei* zur quantitativen Bestimmung 
von Apfelsiure angegeben, setzt aber Abwesenheit verschiedener anderer 
Séuren voraus, auch diirfen Ammoniaksalze nicht zugegen sein; Durch- 
priifung ergab: 


l. positiv (Fallung von metallischem Pd): 


Apfelséure Brenztraubenséure = Glycerin 
Fumarséure  Zuckerséure Glucose 


Gluconséure = Glykolséure 
Glycerinsaure 


2. negativ (keine Fallung): 


Cit ronensaéure Oxalsiéure 
Bernsteinsaure Milchsaéure 
Weinsaéure Malonsaéure 


! Das gilt nur fiir verdiinntere Lésungen. Bei reichlicherer Anwesenheit 
von Citrat und Malat kénnen diese bereits in der Kalte beim Neutralisieren 
ausfallen und so (nach Zusatz von Essigséure) Oxalat vortéuschen, mikro- 
skopische Kontrolle ist notwendig; eine allgemeine Vorschrift laBt sich 
kaum geben. Die bislang tiblichen Bestimmungsmethoden beriicksichtigen 
gewohnlich nur Oxalat und Citrat, die Zahl der méglichen Kalksalze ist 
damit keineswegs erschépft, wie hier schon das Auffinden des Malats zeigt. 

2 Direkt mit den Kalksalzen. 

7 C. r. 194, 291, 1897. Weder Fallung aus heiBer Lésung noch Nadel- 
form ist natiirlich Beweis fiir Ca-Citrat. Die Reaktion mit einer fertig vor- 
ratigen Hg-Lésung ist am schnellsten ausfiihrbar und auch nach eigenen 
Erfahrungen eindeutig. 

' Zeitschr. z. Unters. d. Nahrungs- u. Genubmittel 2, 795, 1899 (Referat 
des Vortrages auf der Naturforscher-Versammlung). Uber einzelne dieser 
Reaktionen s. auch Takahashi, |. ¢. 
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Genaue Einhaltung der Reaktionsbedingungen ist wesentlich, 5 bis LO n 
Substanz geniigen; 2 Tropfen Pd-Cl,-Lésung (5°, ig). 


4. Naphtholreaktion (B-N). Von Pinerua’ zur Unterscheidung einigs 
Séuren angegeben (Farbenreaktion); ich lege weniger Gewicht auf div 
Farbung (griin, blau und andere), als auf die hervortretende Fluoreszen 
die leuchtend hellgriin nur bei Apfelsiure, schwicher bei Fumar- und Glucon 
siure (Brenztrauben- und Weinséure), schwach bei Bernstein- und Mile}! 
siture ist, bei Citronensdure nahezu fehlt (Unterschied von Apjelsdur: 
insbesondere); iibrigens bin ich gegen Farbenreaktionen etwas mili 
trauisch. 


5. Mikrochemisch.  Einwirkung von Salzséure. Allein fumarsaurer 
Kalk ergibt fast momentan feste Abscheidung feiner Kristallehen von 
freier Fumarséure, die Kalksalze der iibrigen Sauren werden glatt 
gelést. 


i. Mikroskopisch. Die Ca-Salze der Citronen-, Glucon-, Apfel- und 
Milchsture bilden feine Nadeln (Apfelsiure nur bei heifer Fallung), nicht 
immer leicht unterscheidbar, doch sind Lactat und Gluconat unschwer 
wasserléslich, die tibrigen praktisch fast unléslich. Bei Vorliegen eines 
Gemenges von nadeligem Malat und Citrat (heibe Fallung) wiirde die 
Dénigésreaktion Citronensiure, Pd- und Naphtholreaktion dagegen Apfel- 
sure anzeigen. 

Die Unterscheidung der vier Séuren bietet hiernach kaum Schwierig- 
keiten. 


1. Pumarsdure. Die derben, glasigen, fast unldéslichen Krusten des 
neutralen Ca-Salzes gehen mit wenig kalter Salzsaéure direkt in schwer- 
léshiche freie Sdure iiber, nach zweimaligem Umikristallisieren aus heiBbem 
Wasser (Léslichkeit 9,8: 100) Kristalle vor Fp. 285 bis 286°*. Im Uhr- 
glischen Sublimat von Fumar- und Maleinséureanhydrit ; positive Reaktion 
mit PdCl, und #-Naphthol. 


2. Citronensdure. Sichere Erkennung des Ca-Salzes durch die Dénigés- 
reaktion; Pd- und Naphtholreaktion glatt negativ (Unterscheidung von 
Aptelsiéiure und Fumarséure). Kristallinisches Sublimat. 


3. Apfelsdure. Das schwerlésliche neutrale Ca-Salz kann, abhangig 
von den Faéllungsbedingungen, in groBen Prismen, Nadeln, Kugeln (Sphérite) 
Abb. | bis 3 oder in minimalen- Kérnchen (flockig) ausfallen, gibt 
schéne Naphthol- und deutliche Pd-, doch keine Dénigésreaktion. Mit 
Alkohol aus der neutralisierten salzsauren Lésung volumindédse, flockige 
Fallung, aus feinen Kérnchen (+ 1 «) bestehend, die allmaéhlich in charak- 


1 Ann. Chim. Phys. 18, 382, 1899. 

2 Ubereinstimmend mit der alteren Angabe von Michael (Ber. 28, 
1631, 1895, so auch bei Beilstein 2, 4. Aufl., 739, 1920) von 286 bis 287°. 
Meine friihere Angabe war 280 bis 281°, ebenso F. Ehrlich, |. ¢.; Weiss und 
Downs fanden 284° [und die Wasserléslichkeit zu 0,7°, (25°) und 9,8°,, 
(100°), Journ. Amer. Chem. Soc. 45, 1003, 1923]; Takahashi und Sakaguchi, 
l.c., fanden 285°, ebenso Takahashi und Asai (Proc. Imp. Acad. Japan 3, 
Nr. 2, 89, 1927). Der oben angegebene Schmelzpunkt versteht sich bei 
Kinbringen des zugeschmolzenen Réhrchens in die zuvor auf 280° erhitzte 
Schwefelsdure (Versuche von Herrn Dr. W. Hasemann). 
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eristische gréBere Kiigelchen (5 bis 50 4 Durehmesser) (Abb. 3) von nicht 
elten deutlich strahligem Bau iibergehen, in dieser Form auch mehrtfach 
» den Kulturen erscheinend. Nach bisheriger Erfahrung zeigt nur Bern- 
teinsdure gleiches Verhalten, sie reagiert aber nicht mit Palladium oder 
Naphthol. Bei Sublimation mehliger Beschlag wie Fumarsdure, verschieden 
von Citronen- und Bernsteinséuresublimat. 





Abb. 1. Abb. 2 
Form des neutralen Ca-Maléts. Form des neutralen Ca-Malats 
Aus kalter Lésung kristallisiert. 70:1 Durch Autkochen aus derLésung getallt 270.1 





Abb. 3. Abb 4 
Form des neutralen Ca, Malats. Form des Ca-Citrats. 
Durch Alkoholzusatz kalt gefallt. 240:1. Durch Kochen gefallt. 270:1. 


4. Gluconstiure. Ca-Salz gleichfalls in feinen Nadelchen kristalli- 
sierend. doch leicht lislich in Wasser, auf Objekttriger gern mit lack- 
artigem Rand eintrocknend (charakteristisch). Alkohol im CUherschub 
fillt aus der starker eingeengten Lésung neben Trépfchen voluminose 
flockige Masse, nach kurzem zu einem klebrigen, dem Glase anhaftenden 
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grauen Bodensatz zusammenbackend (charakteristisch!, so au 
Lisungen reinen Salzes!), spiter kristallinisch erstarrend (Nadeln 
Unter Alkoholzusatz aus Wasser umkristallisiert, erhilt man das 
Salz in schénen weiben Nadeln. Weitere Identifizierung siehe bi 
Amelung (|. ¢.). Sublimiert nicht, Pd-Reaktion positiv, letzteres als 
Unterschied gegen das mit Alkohol gleichfalls in wasserlésliche: 
Nadelchen ausfallende Ca-Lactat. Naphtholreaktion schwacher. 


2. Resultate. 


Erhalten an Ca-Salzen (in Grammen) nach 4, 8 und 26 Wochen 
(bezeichnet als I, Il und III, je vier Versuche'), aus je 209 





Saccharose : 
Tahe lle I. 
e Glucon: Aptel- Citronen- Fumar- Zuckerrest CasSalze Zuckers 
Versuch saure saure saure saure (Sirup) zusammen — 
{ 
Reihe I. 4 Wochen (fertige Decken) 
1 8,9 0 1,920 0 1,3 10,82 18,7 
2 5,8 0.185 1,691 0 6,3!) 7,67 13,7 
3 8.7 O10 2.145 0 0.4 11.65 19.6 
4 6.3 0,255 1,792 0 19 8.35 18.1 
Reihe II]. 8 Wochen (Impfflocke) 
5 10,35 0 0,859 0 3.0 11,20 17,0 
6 4.55 0 2.430 0 11.5 (¢!) 6.98 8.5 
7 1,10 0 0,041 0 65 13.5 
8 1,30 0 0,147 0 5,0 15,0 
Reihe I. 26 Wochen (Impftlocke) 
9 2,57 Spur? 2,465 6,750 1,07 11,79 19,0 
10 Spur 2.900 0.40) 0 O15 3.30 20.9 
11 0 0,765 0,396 0 0,585 117 19.5 
12 0 0,429 2.155 0 0.250 258 20.0 


Anmerkung. Versuchsreihe IT ging zeitlich der Reihe I vorauf (und mit 
M ycelimpfung), diese mit den fertigen alten Decken von Reihe IT. Versuche 7 
und 8 ohne Kreidezusatz. Versuch 11 ausnahmsweise mit Salmiak als 
N-Quelle. Die Zahlen fiir Citrat in Versuche 11 und 12 sind (nicht getrennte) 
CGemenge von Citrat und Malat. In den Reihen I und IT wurden die Kalk- 
salze der Decken (fiir neue Versuche benutzt!) nicht bestimmt. Die Zahlen 
fiir Zuckerrest sind rohe (s. Text), die fiir Gluconat, als ohnedies mit Ver- 
lusten behaftet, auf die erste bis zweite Dezimale abgerundet. In Versuch 7 
und 8 (ohne Kreidezusatz) die freien Sauren als Kalksalze bestimmt. 


' Kine vierte Versuchsreihe (18 Wochen) ging durch ein Mi®geschick 
zugrunde (Bakterieninfektion). 
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Die Ca-Salze der vier Siuren verteilen sich in folgender Weise auf 
Kulturfliissigkeit, Bodensatz und Pilzdecke: 


Tabelle II. 





1. Kulturfliissigkeit 2. Bodensatz 3. Pilzdecke 


Vers . . 
a Fumar- Glucons Citronens. Apfele Fumare Citronens| Aptel- Citronens Apfel- 
saure saure saure Saure Saure Saure saure saure Saure 
Reihe I. 4 Wochen. 
1 0 8.4 1.920 0 0 0 0 
2 0 5.8 1.680 0 0 0 0,185 
3 0 8,7 Spur O3810 0 2.405 0,100 
4 0 6.5 Spur 0,255 0 1,740 0,052 
Reihe Il. 8S Wochen. 
5 0 10.35 O859 0 0 0 0 
6 0 453 0,110 0 0 2.32 0 
Reihe III. 26 Wochen. 
) 2,565 2.570 0 Spur? 4,22 2,465 0 Spur (7) 
10 0 Spur 0 2.905 0 0 0 0,40 
11 0 0 0 0.760 0 0 0 0,396 
12 0 0 ‘) 0,425 0 0 6 2,155 
‘ 


Anmerkung. In Versuch 1 und 2 die gleichen Decken wie in Ver- 
suche 5 und 6; sie wurden, da fiir die IV. (verungliickte) Versuchsreihe 
benutzt, hier nicht auf Kalksalze verarbeitet (die kalkfreien Versuche 7 
und 8 sind hier ausgelassen). 


Aus diesen Zahlen ist folgendes zu entnehmen: 


Bei der Vegetation des Pilzes findet zunachst andauernde Abspaltung 
von Saure statt, die durch Calciumcarbonat festgelegt, nach 4 bis 
8 Wochen bis gut 50°, des Zuckers an Kalksalzen ergeben kann. In 
der Hauptsache ist es Gluconsdure, neben kleineren Mengen Citronensdure 
und Apfelsdure (unregelmiBig!), in einem Falle auch Fumarsdure 


Bei langerer Kulturdauer verschwindet das Gluconat wieder, die 
Menge der iibrigen Sauren aindert sich kaum, besondere Schliisse sind 
aus den schwankenden Zahlen jedenfalls nicht zu ziehen, weitere Ver- 
suche sind da angebracht. 


Zu festen kristallinischen Abscheidungen am Boden der Kolben 
kam es nur in einem Teil der Versuche und wenig regelmabig, in 
Reihe ILI allein in Versuch 9, der tiberhaupt ganz abweichend verlief, 
ohne daB dafiir eine Erklirung gegeben werden kann. 


DaB Kreidezusatz die Siuremenge vermehrt, erscheint nicht auf.- 
fillig. sein Fehlen hatte nur bescheidene Ansammlung zur Folge (Ver. 


28* 





s* 
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suche 7 und 8), hauptsiachlich Gluconsdure neben etwas Citronensdur 
Folge war aber stark verzégerter Zuckerumsatz, die freie Saure schidigt 
den Pilz. Dasselbe zeigen die beiden interessanten Versuche 2 und ¢ 
mit ein und derselben kiimmerlichen Decke, auf die ich in anderem 
Zusammenhang zuriickkomme. Nicht aufgenommen sind in die Tabelle 
einige kalkfreie Parallelversuche zu 7 und 8, Fortsetzung der Versuche 
fiihrte hier zu einem U’ntersinken der Pilzdecken (Absterben) infolge 
Giftwirkung der sich ansammelnden freien Siure — ein gutes Seiten. 
stiick zu der friiher von mir mitgeteilten Erscheinung! der Selbst 
vergiftung eines Pilzes durch die aus Ammonsulfat (Stickstoffquelle) 
abgespaltene freie Schwefelsdure: unbeschadet der schadlichen Wirkung 
seiner Produkte geht der Stoffwechsel weiter (natiirlicher ,,Selbst 
mord'**). 


Daf Verwendung fertiger Pilzdecken schon in halber Zeit wenigstens 
das gleiche leistet, wie eine langsam heranwachsende M ycelimpfung 
(Reihe II), war zu erwarten, iibrigens bleiben die Verhiltnisse die 
gleichen, man erzielt im ersten Falle nicht etwa eine Trennung der 
Saurebildung vom Wachstum?, die Decken wachsen vielmehr unter 
starker Gewichtszunahme lebhaft in die Dicke. 


Im Vergleich zu den fritheren Versuchen fallt hier die relatiy 
geringe Menge der gebildeten Ca-Salze auf, im giinstigsten Falle (10 bis 
12 g aus 20 g Zucker) betragt sie mit 50 bis 60°, kaum die Hilfte, so 
erklart sich auch, da® hier der Kreidebodensatz (7g) selbst nach 
26 Wochen bestenfalls nur ungefahr halb aufgelést war, wihrend 
friiher bei 20 g Zucker 7 g Kreide innerhalb 24 Tagen, binnen 30 Tagen 
10 g Kreide, und bei langerer Dauer (128 Tagen) selbst 15 g Calcium. 
carbonat bis auf Spuren verschwanden; bei 40g Zucker waren 14g 
Kreide in 24 Tagen geliést: Das verminderte Siuerungsverméigen 
des Pilzes kann nicht besser illustriert werden. Selbst der einzige 
Versuch (Nr. 9), welcher Fumarsdure ergab, macht da keine Ausnahme 
(12 g Kalksalze ungefaéhr aus 20g Zucker), nur entfernt erinnert er 
an die friiheren Versuche; im iibrigen ist diese jetzt durch Gluconsdure 


1 Ber. d. Deutsch. Bot. Ges. 31, 210, 257, 1913 (Penicillium variabile, 
Aspergillus fumigatus). In obigem Falle hatte ein solcher Kolben mit 
untergesunkener Pilzdecke nach 18 Monaten noch rund 1% freie Séure 
(Gluconséure). 

2 Diese Annahme Bernhauers ist nicht zutreffend (diese Zeitschr. 172, 
302, 1926). Fertige Pilzdecken, nach dem Vorgange Elfvings, verwendete 
auch Amelung (1923) bei Aspergillus niger, er zeigte, dab die Séurebildung 
unverandert weiter geht, auch wenn ihnen reine Zuckerlésung (ohne Néhr- 
salze) geboten wird, es sind die Salze an ihr also unbeteiligt, Amelung, |. c. 
Das ergibt sich iibrigens schon aus den Versuchen Elfvings (Ofvers. Finska 
Soc. Férhandl. 61, Afd. A, Nr. 15, 3, 1818/19). 
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ersetzt’’, oder genauer, es erscheint jetzt nur Gluconsaure, und wo sie 
spater wieder verbraucht wird, bleiben allein Citrat und Malat als 
» 

Lest. 


Das Heranwachsen der Pilzaussaat zu vollen Decken verlief gegen 
friher nur langsam, erst in Wochen, Sporenbildung fehlte; ihr allein 
in Reihe II] bestimmtes Trockengewicht betrug roh etwa 3 bis 5g, 
bringt man dafiir die gleiche Zuckermenge in Abzug, so diirfte von dem 
verbrauchten Zucker ungefihr die Halfte total verbrannt werden. 


8. Beurteilung der Resultate. 


Wenn wir die im lebenden Plasma vor sich gehenden Stoff- 
umwandlungen einmal nach den auBerhalb der Zelle auftretenden 
Produkten beurteilen, kann kaum zweifelhaft sein, daB der bei diesem 
Pilz friiher im wesentlichen itiber Fumarsdure gehende oxydative Zucker- 
abbau heute iiber Gluconsdure als Hauptstufe verlauft. Wahrend der 
ganzen Vegetationsdauer exosmiert der infolge von Uberproduktion 
oder auch von Nichtverbrauch entstehende Uberschu8 dieser Siure 
in die Kulturfliissigkeit, das Abfangen solcher Saure durch zugesetztes 
Caleiumcarbonat brachte ich bereits planmaBig 1891 zuerst bei Verfolg 
der Oxalsiure des Aspergillus niger zur Anwendung!. 


Bei beginnendem Zuckermangel tritt das in der Fliissigkeit an- 
gehiufte Ca-Gluconat als Ersatz an seine Stelle, das sich abscheidende, 
praktisch unlésliche neutrale Fumarat dagegen bleibt gleich dem 
Oxalat des Aspergillus niger unverbraucht zuriick. Als Endprodukt 
der Gluconatzersetzung erscheint Koblensiure (Calciumcarbonat), 
iiber etwaige innerhalb der Zelle vorhandene Zwischenstufen sagen die 
Versuche nichts aus; auBerhalb treten dabei aber weder Citrat noch 
Malat auf, denn auch in besonderen Versuchen mit Ca-Gluconat als 
alleiniger C-Nahrung erhielt ich bislang nur feste Abscheidungen von 
Ca-Carbonat in Kérnern und Kristallchen. 


Wichtiger ist die Frage, warum derselbe Pilz bald Fumar-, bald 
Gluconsaure bildet, zwischen beiden ist eine engere Beziehung nicht 
zu sehen. Der Verlust des Fumarsiurebildungsvermégens mul aber 
wohl mit der gleichzeitigen Anderung seiner sonstigen Eigenschaften 
zusammenhingen, Wachstumsschnelligkeit und Sauerungsvermogen 
haben abgenommen, die Aktivitaét ist auf ungefaihr die Halfte ge- 
sunken. 


Das ganze jetzige Verhalten dokumentiert gegeniiber friiher 
offenbar eine gewisse ,,Schwache"’, es fallt wohl unter den Begriff der 


' Bot.-Ztg. 49, 355, 1891. 
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Abschwichung (Degeneration). wie sie zumal von Bakterien infolg 
lange fortgesetzter Weiterziichtung im Laboratorium oder unter 
Wirkung schadigender Einfliisse bekannt ist. Fiir unseren Fall kam: 
beides in Betracht, der Pilz wurde — wie eingangs erwahnt -- jahrelany 
in Kartoffelkulturen weitergeziichtet, er steht hier, wie dann nachtrag 
lich festgestellt wurde, tatsachlich dauernd unter EinfluB einer selbst. 
erzeugten betriachtlichen Substrataciditat; aus obengenannten kalk 
freien Kulturen ergibt sich die Schadlichkeit angehaufter freier Saur 
ohne weiteres. Schwichung des Garvermégens von Milchsaurebakterien 
und anderen unter Wirkung schadlicher Stoffe ist schon lange be 
kannt, in unserem Falle ist das freilich keine voriibergehende, sondern 
eine bislang erbliche Eigenschaft (Mutation), auch handelt es sich hier 
nicht bloB um Abnahme der Garwirkung, sondern um eine Umstellung 
des Stoffwechsels von Fumarsaure auf Gluconsdure, also eine quali 
tative Anderung, die nur Folge einer gleichzeitigen Anderung der Oxy- 
dationsenergie sein kann. Der geschwiachte Pilz erzeugt eine andere 
Saure, ihrer Art nach entspricht sie einem minder starken Angriff auf 
den Zucker, dieser macht jetzt bei der ersten Oxydationsstufe halt 
friiher ging der Eingriff unter Abspaltung zweier seitlichen oder det 
beiden endstaindigen C-Atome schlankweg bis zu einer Dicarbonsaure 
mit nur viergliedriger C-Kette (Glucose angenommen). Auch bei rein 
chemischer Oxydation der Glucose resultiert je nach Starke der Ein- 
wirkung (Sauerstoffmenge) bekanntlich bald nur Gluconsiure, bald 
Zuckersiure, Weinsiure u. a.!. 

Ob etwa innerhalb der Zelle Bernsteinsdure® als Vorstufe der 
ungesattigten Fumarsaure auftritt (Dehydrierung), laBt sich nicht 
feststellen — bleibt also vorlaufig Kombination — , auBerhalb erscheint 
nur die freie Fumarsaure, so dab man glauben kénnte, der Pilz baue 
den Zucker in einem Zuge bis zu dieser ab; der geschwachte Pilz hat 
dies Vermégen verloren, er scheidet freie Gluconséure aus. 

Die Erklarung, daB Bildung der beiden Sauren mit einer un- 
gleich stark oxydierenden Wirkung des Pilzes friiher und jetzt zusammen. 
hingt, beriihrt natiirlich nur einen Teil des ganzen Problems, immerhin 
bleibt sicher, daB in diesen beiden Fallen die Dissimilation in der Haupt- 
sache tiber die eine oder die andere verlauft, indes Citronensaure und 
vielleicht auch Apfelsiure mehr irgendwelchen Nebenreaktionen ent- 


1 Honig und Tempus, Ber. 1924, Nr. 5, 8. 787. 

2? Beim Zuckerumsatz durch Mucorineen mehrfach festgestellt (Edison, 
Ehrlich, Takahashi u. a.), als Hefeprodukt seit Pasteur bekannt, neuerdings 
auch bei Zuckervergérung durch Bacillus coli von Virtanen aufgefunden : 
(Ann. Acad. Sc. Fennica A [Kompp2-Festschrift] 29, Nr. 26, 1927; Chem. 
Centralb]. 1928, I. 215). von Maurer bezweifelt (diese Zeitschr. 191. 


835, 1927). 
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springen, jedenfalls gehen hier weder Citronen- noch Fumarsaure 
normalerweise aus Gluconsdure' hervor; ihr Verbrennungsprodukt 
ist natiirlich gleichfalls Kohlensaure. 


Das verminderte Oxydationsvermégen des geschwichten Pilzes 
vegeniiber Saccharose hat noch eine Folge besonderer Art, die Umstellung 
vuf Glucenséure muB notwendig zu einem Sinken der Aciditat fiihren, 
denn nur der Glucoseanteil der invertierten Saccharose kann fur diese 
Oxydation in Frage kommen, Fructose liefert die Saure schon aus 
theoretischen Griinden nicht?, beide dagegen Fumarsaure. An Kalk- 
salzen ist jetzt nur noch ungefahr die Halfte zu erwarten: 


| Saccharose, C,,H,.0,,; + H,O = 2 Ca-Gluconat (CH 4,0;),Ca H,0O 
Se ee ee ee ee 
180 ....... =. davon % = 224 = 62,2% auf angew. Sacch. 
| Saccharose, C,,H,.0,, ~ H,O 2 Ca-Fumarat, CyH,O,Ca + 3 H,O 
416 115,6°,, auf angew. Sacch. 


Das stimmt iiberraschend gut mit den tatsdchlich erhaltenen Aus. 
heuten; gegen friiher ist die erzielte Menge von Ca-Salzen auf rund 
die Haljte gesunken (100 bis 130° gegen 50 bis 60°.) *. Von der friiheren 
Fumaratausbeute (,,Rohfumarat’) sind etwa 25°, fiir Citrat u. a 
in Ansatz zu bringen (s. oben, 8.419 Note 2). 


An Ca-Gluconat wurden bis zu rund 10g aus 20g angewandtem 
Zucker erhalten (50°, etwa), ein kleiner Teil von diesem blieb unzer- 
setzt; theoretisch méglich waren etwa 124g (62,2°,), tatsiachlich 


! Unbeschadet der Tatsache, da®B gelegentlich kleinere Mengen von 
Citronensiure aus Gluconséure (durch Aspergillus niger) gebildet werden 
kénnen, in der Regel ist das nicht der Fall, vgl. Amelung, |. c. und Literatur 
daselbst. Auch Takahashi und Asai, welche Gluconséure als Zwischen- 
produkt annehmen, erhielten bei Rhizopus nur wenig Fumarséure (Proc. 
Imp. Acad. Japan 8, Nr. 2, 85, 1927). Raistrik und Clark (1919) wollen 
Fumar- und Citronenséiure von intermedidrer Ovalessigsdure ableiten, 
Franzen und Schmidt (1925) die Citronenséiure von der Ketipinsdure. Die 
Angabe Gottschalks iiber Fumarséurebildung aus Brenztraubensdure durch 
Rhizopus wurde neuerdings von F. Ehrlich als sicher unzutreffend be 
zeichnet (Ehrlich und Bender, Zeitschr. f. Physiol. Chem. 170, 118, 
1927.) 

2 Gluconséure ist bislang nur aus Glucose, Saccharose und Maltose 
erhalten (Aspergillus niger), Molliard, C. r. 178, 161, 1924; Amelung, |. ¢., 
wo Literatur. 

® In meiner friiheren Berechnung (1.c., 8. 1665) dertheoretisch méglichen 
Ausbeute mit 182°, sind versehentlich 3 Fumarséure (C,) aus 1 Saccharose 
(C,,) angesetzt, natiirlich sind nur 2 Fumarséure méglich; tatséchlich 
kamen die angegebenen Ausbeuten also der theoretischen nahe. Gleich- 
zeitig ist die Wasserléslichkeit (hei) der freien Séure dort mit 1,7°, zu 
niedrig angegeben (s. oben, 8S. 422, Note 2). 
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geht also der gréBere Teil der Glucose in Gluconsdure iiber, als Bau- und 
Betriebsmaterial mu dem Pilz dann zunachst hauptsachlich di: 
Fructose dienen'. Diese Verhaltnisse sind nicht ohne Interesse, auch 
bei der Citronenséuregirung durch Asperg. niger liefert gerade dix 
Glucose das Hauptmaterial fiir die Siurebildung (Amelung, |. c., S. 205 
untergeordnet nur die Fructose. 


COOH 
COH COOH CH,OH CH 
(CH .OH), (CH .OH), co iI 
CH,OH CH,OH (CHOH),. CH 
CH,OH COOH 
Glucose Gluconsdure Fructose Fumarsdure 
180 196 180 116 


Nach allem hat sich also die physiologische Natur dieses Pilzes 
allmahlich unter EinfluB der Ziichtungsbedindungen geandert, aus 
einem ausgesprochen fumarsdurebildenden ist ein gluconsdurebildender 
Pilz geworden, den man seinem ganzen Verhalten nach vielleicht ohne 
groLe Bedenken als besondere Art, jedenfalls aber als eine neue Rass: 
betrachten darf. Da jedoch schon der Fumarsaurebildner (Aspergillus 
fumaricus) als Rasse (Mutant) einer auch heute noch keine Fumarsaure 
erzeugenden echten Spezies entstand, so hat man hier tatsachlich 
drei Pilze von ganz verschiedenem chemisch-physiologischen Verhalten. 
drei physiologische Formen ein und derselben Spezies, vor sich, sinnfallig 
verschieden durch ihr qualitativ verschiedenes Oxydationsvermégen 
gegeniiber Zucker. 


Ob diese zweite Rasse in ihren Eigenschaften konstant bleibt. 
muB die Zeit lehren, bis heute geben auch alle weiteren Kulturen noch 
dasselbe unverainderte Bild: kein Ca-Fumarat, dagegen Gluconsaure 
neben Citronen- und Apfelsaure. 


Sie ist nicht etwa — wie man vermuten kénnte — ein ,,Riickschlag™ 
in die urspriingliche Stammform (von der sie schon durch die meist 
sporenlosen Decken verschieden ist), denn diese wandelt Lésungen 
von Ca-Gluconat in Ca-Oralat — nicht in Ca-Carbonat! — um; so 


' Von Bernhauer, |. c., wird, wie mir scheint, tibersehen, daB er Rohr- 
zucker und nicht Glucose vor sich hatte, es kann also nicht gut eine Aus- 
beute von 70 bis 80°, seines angewandten Zuckers, die auf verbrauchten 
Zucker sogar einer fast theoretischen entsprechen soll, herauskommen 
(S. 323). Es leben seine fertigen Pilzdecken auch keineswegs nur von der 
bloBen Oxydation des Rohrzuckers zu Gluconséure (8. 347), sondern offen- 
bar hauptséchlich von der verbrauchten Fructose, und kénnen maximal 
nur die der Glucose entsprechende Ca-Gluconatmenge (3,1 g etwa = 62,2°,,) 
bilden; er findet bis zu 3,788 g Ca-Gluconat allein aus 5g angewandtem 
Rohrzucker, aus 4 g verbrauchtem 3,398 g (S. 317, 319). Die Bestimmungs- 
methode ist wohl schuld, Alkohol fallt auch andere Kalksalze. 
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entstanden aus je 15 g Ca-Gluconat (15°, neben Nahrsalzen) an Oxalat 





und 
dic Fallung aus Salzsaure)': 
uch 
" Ca-Gluconat 
dik Se ae en Ca-Oxalat (unzersetzt zurickgewonnen) 
Us g ru 
1 5 0,375 8,75 
2 9 0,750 9,12 
3 15 1,702 4,21 
Die erhaltenen 1,7 g Ca-Oxalat (CaC,O,.H,0) entsprechen rund 
5,95 g Ca-Gluconat, es waren rund ein Drittel vom angewandten 
Gluconat fiir Pilzsubstanz verbraucht. Man hat also bei 
zes 1. Stammform (Pilz 1): Zucker — (Gluconséure) —» Oxalsdure 
aus 2. Rasse I (Asp.fumar.): Zucker > Fumarsdure 
der 3. Rasse 2 (degener. F.): Zucker —» Gluconsdéure —» CO, (Ca-Carbonat) 
ine Der Unterschied im Oxydationsvermégen bei diesen zwei Rassen 
88 erinnert lebhaft an die zwei friiher von mir untersuchten? Rassen des 
lus Aspergillus niger (Pilz 2 und 8 bzw. 4), die erste lieferte Oxalsdure, 
ure bei der zweiten machte die Zuckerzersetzung bei der Citronensdure 
ich halt, diese beider. Sauren wiirden:also der Fumarsdure und Gluconsdure 
en. des anderen Pilzes entsprechen; sowohl Glucon- wie Citronensdure 
lig werden aber von Rasse 8 (4) wie von der zweiten Rasse des Aspergillus 
en fumaricus nicht zu Oxalsdure, sondern zu Kohlensdéure (CaCQO,) ver- 
brannt, letztgenannter Pilz erzeugt tiberhaupt keine Oxalsaure. 
bt. Aspergillus niger. 
ch Pilz 2: Zucker —> (Gluconsdure) —» Oxalsdure > CO, 
ire Pilz 8 (4): Zucker > Citronensdure —> CO, 
Aspergillus fumaricus. 
g- Rasse 1: Zucker > Fumarsdure > CO, 
ist Rasse ?: Zucker —> Gluconsdure > CO, 
- Oxal- wie Fumarsadure werden unter anderen Verhiltnissen (freie 
- Saure oder Alkalisalze) natiirlich gleichfalls weiter zu CO, oxydiert; 
| naherer Einblick in den ProzeB der Citronensaureentstehung fehlt 
is 
a 1 W. Thies, Diplomarbeit 1927, Hannover. Ca-Gluconat von Aahl- 
=a baum u. a. _— 
m 8 Ber. 57, 1659, 1924. Das in Lésung befindliche Ca-Salz ist, ent- 
“_ gegen meiner damaligen Annahme, wohl nicht saures Citrat, sondern 
al iluconat, das meist zu Ovalat, selten zu Citrat abgebaut wird (Ber. 58, 
) 2616, 1925, so bei Aspergillus niger 4), obige Rasse 2 gibt jedoch Carbonat. 
“4 Ahnliche Rassen des. Aspergillus niger beobachtete friiher schon 
* Elfving, |. c. (1920), neuerdings Bernhauer (1. c., 8. 153 und 543), der haupt- 
. sichlich Citronenséure und Gluconséure fand. 
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auch heute noch so gut wie ganz', die Annahme besonderer ,,Enzyme 
fiir diese verschiedenen an den lebenden Pilz gebundenen Vorgang: 
tragt kaum zur Klarung bei; seine spezifische Natur bestimmt hier 
nach Ausweis der Tatsachen in erster Linie die besondere Art de: 
Reaktion, nicht etwa Zusammensetzung der Niahrfliissigkeit u. a 
auch auf reiner Zuckerlésung (ohne Nahrsalze) erzeugen fertige Pilz 
decken dieselben Sauren, ungleiche Aciditat der Fliissigkeit war be 
diesem Pilz bislang gleichfalls ohne merklichen Einflub?. 

Die vier genannten organischen Saéuren nehmen unter den Pro 
dukten des pilzlichen Zuckerumsatzes insofern eine besondere Stellung 
ein, als man sie durch Abfangen systematisch anhaufen kann, Apfelsiur: 
bleibt noch unentschieden. Ihre weite Verbreitung auch bei Phan 
erogamen beweist, dafb deren Dissimilationsproze} im wesentlichen 
mit dem der aeroben Mycelpilze tibereinstimmt, reifende saure Friichte 
z. B., in denen organische Sauren auf Kosten zustromenden Zuckers 
entstehen, sich anhiufen und wieder verschwinden, stellen sich unseren 
Pilzkulturen unmittelbar an die Seite. 


' In einem bekannten Lehrbuche werden diese Vorgénge (Oxydations 
gérungen) wohl kaum mit Recht als ,,einfache Oxydationen* bezeichnet 
(Oppenheimer, Chemie in Natur und Wirtschaft, 1923, S. 539), da es sich 
besonders bei Umbildung von Zuckerarten in Citronenséiure wohl um 
einen relativ komplizierten ProzeB (Spaltung in C,-Verbindungen und 
Wiederaufbau) handelt. 

2? Bei Aspergillus niger ist nach Angaben von Bernhauer (l.c., 8S. 315 
und 521) und Butkewitsch (diese Zeitschr. 154, 177, 1924) die Aciditaét auf 
Bildung der Séuren von Einflu&. 
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Die Vaccensiure. 
(Eine neue Fettsiure aus Rinder-, Schafs- und Butterfett.) 


Ve mm 
S. IL. Bertram. 


(Aus dem Laboratorium fiir chemische Technologie der Technischen 
Hochschule zu Delft.) 


(Eingegangen am 19, April 1928.) 


Da die Jodzahl der festen Fettsauren, die nach der Methode von 
Twitchell (1) erhalten werden, sowie der meisten nicht mittels Hydrierung 
erhaltenen Fette in der Regei sehr niedrig ist (etwa 0,6 bis 2.0°,), ist 
es auffallend, da’B die aus Jus und Oleo gewonnenen Sauren eine zwar 
noch immer niedrige, aber doch bedeutend héhere Jodzahl aufweisen 

So wurde fiir die festen Fettsiuren aus Jus eine Jodzahl von 5,7 
(Methode von Hiibl) und fiir die aus Oleo von 5.5 bestimmt, wahrend 
von Twitchell fiir Talg 4.4 angegeben wird. Twitchell auberte sich dies 
beziiglich bereits 1921 folgendermaBen: ..This would indicate the 
presence in tallow of a small amount of an unsaturated solid acid, of 
which, however, we have no other proof.” 


Es schien mir daher wiinschenswert, festzustellen, ob die Anwesen 
heit eimer festen ungesattigten Saure im Rinderfett nachgewiesen werden 
kénnte, und in diesem Falle zu versuchen, diese Siure, die bis jetzt 
auf keine Weise erhalten werden konnte, zu isolieren. Zu ihrer Reinigung 
schien mir meine Quecksilberacetat-Doppelverbindungsmethode, kom 
biniert mit Aceton-Kristallisation. am besten geeignet zu sein (2). Diese 
Methode ist die einzige, die eine Darstellung fester, ungesittigter Fett- 
siuren, praktisch frei von gesattigten Siuren, aus dem Gemisch erlaubt 


Beweis der Existenz. 


Es wire méglich, anzunehmen, daB der hohe Gehalt an gesittigten 


Fettsauren im Jus durch Bildung einer festen Lésung von Bleioleat 
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in Bleistearat und -palmitat oder durch Bildung von gemischten © 
siure-Stearinsauresalzen (oder durch Adsorption) die Ursache ist fii 
die erhéhte Jodzahl der .. Twitchell-Sauren“ (weiter bezeichnet als T. S 
So bestimmte Steger (3) fiir Mischungen von Olsiure mit Stearinsiur 
Jodzahlen der T.S. von 2,6 bis 3.0, wahrend fiir Mischungen mit 
Palmitinsiure 0.4 bis 1.0 gefunden wurde. Dal aber die Anwesenhei 
eines hohen Prozentsatzes an gesittigten Saiuren an und fiir sic! 
nicht geniigt. um eine Jodzahl der T. 8S. von 5 bis 6 zu erkliren 
geht aus der Jodzahl der Palmoél-T.S. hervor, die ich zu 1.5. be 
stimmte. 


Um endgiiltig den Beweis zu liefern, dab die Jodzahl der T.S 
des Rinderfettes zum grébten Teile durch eine wahrscheinlich feste 
ungesittigte Saiure bedingt ist, bereitete ich auf oxydativem Weg: 
gesiittigte Sauren aus Premier-Jus, welche praktisch frei von gesattigten 
Sauren waren: 


PG hs. ce a ea ie ae oo a ew ea 0.2 
PD 6 ae ere eee ee wee ce ke ERPS 
Molekulargewicht, durch Titration bestimmt . . . . 2760 


Diese Siuren wurden mit einer rohen Olsaiure (aus Erdnubél dar 
gestellt, Jodzahl 94.25, gesittigte Sauren 4.8°,) in einem solchen 
Verhaltnis gemischt, dgb das Gemisch 56°, gesattigte Sauren enthielt 
(Das Jus enthielt urspriinglich auch 56°, gesittigte Sauren.) Da 
dieses Gemisch keine festen, ungesiittigten Sauren enthielt (die Zu- 
sammensetzung ist weiter praktisch gleich den Jusfettsiuren), so 
sollten dessen T.S. eine héhere Jodzahl (5 bis 6) aufweisen miissen 
wenn es irgend eine andere Ursache fiir die erhéhte Jodzahl der T.S 
aus Rinderfett gibt als die Anwesenheit einer festen ungesittigten 
Siure. Wenn aber das kiinstliche Gemisch eine niedrige Jodzahl der 
T. S. aufweist, so wire die Anwesenheit einer solchen Siure praktisch 
bewiesen. Letzteres ist in der Tat der Fall. denn die Jodzahl der T. 8. 
dieses Saéurengemisches wurde zu 0.7 bestimmt. 


Abscheidungsversuche, 

Anfinglich lieferten die Abscheidungsversuche nach der Queck- 
silberacetatmethode mit nachfolgender fraktionierter Kristallisation 
aus Aceton keine Erfolge: die Konzentration der gesuchten Saure im 
Jusfettsiuregemisch ist hierfiir zu gering. Wenn wir annehmen, dal 
die Saure eine isomere Olsiure ist, deren Bleisalz in Alkohol praktisch 


unléslich ist, was zwar nicht ganz zutreffen wird, aber trotzdem eine 
Schitzung gestattet. so kénnen wir auf Grund der erhéhten Jodzahl 
der T.S. eine Menge von etwa 2°, in den gesamten Jusfettsauren 
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rwarten. Wohl gelang es mir auf diese Weise, eine anscheinend 
iemlich reine 9: 10-Olsiure darzustellen: 


fom wom TG 2. wi tt he et tl ke aR 

Erstarrungspunkt ..... 2... 6 ee © 2 © © © 10,0°C 
EV eee eee eee | Cf 
CGesittigte Fettsiuren. . 1.3% 


Mittleres Molekulargewicht, durch Titration bestimmt 282.6 


Wenn wir aber von dieser Siure die Gleichgewichtskonstante A 
fiir das Gleichgewicht Olsiure —Jod in CCL, bei 0° C bestimmen, wie 
dieses von Van der Sleur (5) beschrieben worden ist. so finden wir 
fiir K anstatt des Wertes von 94,7 (fiir reine 9: 10-Olsiure) einen solchen 
von 75.0. Eine Behandlung der Siuren nach Twitchell ergab keine 
nennenswerte Anderung. 

Hieraus geht hervor: 

1. dab Jus- oder Oleofettsiuren, welche Ofters als Ausgangs- 
material fiir die Darstellung reiner 9: 10-Olsiiture empfohlen worden 
sind, hierzu absolut ungeeignet sind: 

2. daB wiederum ein Hinweis fiir die Existenz einer einfach un- 
vesittigten Saure von anderer Beschaffenheit als 4: 10-Olsiure in 
Jusfettsiuren erhalten worden ist; 

3. dab die Bestimmung der Gleichgewichtskonstante nach Van 
der Steur ein wertvoltes und sehr empfindliches Hilfsmittel ist bei der 
Nachpriifung auf Reinheit der ungesattigten Sauren. 

Da auch Versuche zur lsolierung der gesuchten Saure durch partielle 
Fallung mit Bleiacetat nach vorhergegangener Quecksilberacetat- 
trennung keinen Erfolg lieferten, erhéhte ich die Konzentration der 
gesuchten Siure durch Abtrennung der T.S. von Jus und Oleo und 
unterwarf diese nunmehr ciner wiederholten Quecksilberacetattrennung. 
Diese Wiederholung war nétig, da der Prozentgehalt an gesittigten 
Sauren im Ausgangsmaterial (die T.8.) sehr hoch ist (80 bis 90°). 


Die Darstellung. 


Die Darstellung aus Jusfettsiuren geschah folgendermaben (die 
in Klammern gesetzten Ziffern beziehen sich auf eine Darstellung aus 
Oleofettsiuren): LOGO g (900) Fettsiuren wurden in 3 Liter heiben 
Alkohols (3) von 95°, (welcher mit 5°, Methylalkohol denaturiert 
war) gelést. Zu dieser heiben Lésung wurde eine kochende Loésung 
von 370g (370) Bleiacetat in 2 Liter (2) Alkohol gegossen und nach 
guter Durchmischung 48 Stunden bei Zimmertemperatur sich selbst 
iiberlassen. 

Nach dieser Zeit wurden die ausgeschiedenen Bleiseifen scharf 
abgenutscht und mit etwa 500cem (500) Alkohol nachgewaschen. 


Die erhaltenen festen Bleiseifen wurden nun auf dem Dampfbad mit 
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4 Liter (4) Alkohol aufgekocht und bei Zimmertemperatur iiber Nacht 
stehengelassen. Hiernach wurde abermals scharf abgenutscht und mit 
+00 cem Alkohol nachgewaschen. Die Bleiseifen wurden durch Kochey 
mit verdiinnter Salzsaure zerlegt (6) und die abgeschiedenen Fett 
siuren im Scheidetrichter einige Male mit heiBem Wasser gewasche: 
(531 ¢ Sauren wurden aus dem Jus und 460 g¢ aus den Oleofettsiuren 
erhalten.) Diese Sauren zeigten, weil sie in gréBeren Konzentrationen 
niedergeschlagen worden sind, eine héhere Jodzahl als die von Twitche!/ 
angegebene; sie betrug 13.45 (12,05). 

Es erschien mir aber trotzdem angebracht, die Konzentration nicht 
zu verringern, weil iiber die Léslichkeit des Bleisalzes der gesuchten 
Siure nichts bekannt war, und weil die Mengen Alkohol jetzt schon 
sehr groB waren. 

Die auf diese Weise erhaltenen festen Saiuren wurden geschmolzen 
und zu einer heiben Lésung von 500g (500) Mercuriacetat in 375 g 
Essigsiure (300) und 500 cem Methylalkohol (1200) gegeben. Nach 
24stiindigem Stehen wurde scharf abgenutscht (Anpressen mit dem 
FuB eines Mebzylinders). ohne nachzuwaschen. Das Filtrat wurd 
unter Eiskiihlung mit 350cem HCl (1,19) zersetzt und die aus der 
komplexen Quecksilberverbinéung abgeschiedenen ungesittigten Siuren 
im Gemisch mit ihren Methylestern in Petrolather (Kochpunkt 40. bis 
60° C) aufgenommen. Bei dieser Behandlungsweise sind die komplexen 
Quecksilberverbindungen der festen sowohl wie der fliissigen, un- 
gesittigten Siuren in das Filtrat gegangen, wihrend die Quecksilber- 
salze der gesattigten Sauren praktisch unléslich sind. 

Die Petrolitherlésung der rohen ungesattigten Siuren wurde nun 
mit HCl und Wasser gewaschen, durch ein trockenes Filter filtriert 
und der Petrolither abdestilliert. Die erhaltenen Sauren wurden mit 
alkoholischer Lauge im Cberschu® verseift, das Unverseifbare durch 
Ausschiitteln mit Ather aus der verdiinnten Seifenlosung entfernt und 
die Sauren durch verdiinnte Salzsiure wieder in Freiheit gesetzt 
Nach der Aufarbeitung in bekannter Weise wurden so 60g (56) noch 
nicht ganz reine ungesittigte Fettsauren erhalten. Diese Siuren wurden 
abermals mit 110 g Hg-Acetat (110), 30 cem (30) Essigsiure und 120 cem 
(120) Methylalkohol behandelt. Nach der oben beschriebenen Auf- 
arbeitung wurden 40g (20.4) eines ungesittigten Siuregemisches er- 
halten (Jodzahl von Hiibl 89.0), das fest war. Dieses Sauregemisch 
wurde nun aus Aceton (etwa | Volumen Aceton auf 1 Volumen Saure) 
bei 0° C dreimal umkristallisiert, wobei jedesmal mit ein wenig stark 
gekiihltem Aceton nachgewaschen wurde. Die Sauren aus Oleo wurden 
aus 2 Volumteilen Aceton bei 10°C umbkristallisiert.) Die auf diese 
Weise praktisch rein erhaltene Saure zeigte folgende Eigenschaften: 
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Aus Jusfettsauren Aus Oleofettsauren 

\usbeute, weibe Kristalle .. . 10,6 2 29g 
Schmelzpunkt im Roth-Apparat 39,0° C 38,0° C 
Erstarrungspunkt ....... 35,5° C 36,9°C 
Schmelzpunkt in einem Reagenz- 

rohr unter Rihren bestimmt 36,1 C 36,0° C 
Jodzahl von Hiibl. . . ... . 86,5 80,99 C 
K. van der Steur ....... 7,06 - 
Gesittigte Sduren. . ..... 09% 
Mol.-Gew. durch Titration best. 281.5 
Mischschmelzpunkt mit 9: 10- 

Elaidinsaure (Schmelzp. 46° C) 34—35° C 
Mischschmelzpunkt m. Petroselin- 

siure (Schmelzp. 31,3) 27°C 


Aus diesen Zahlen geht hervor, dab das Praparat aus Jusfettsauren 
eine praktisch reine, neue, feste, ungesattigte Siure darstellt: sie enthalt 
auBer einer bestimmten Menge gesittigter Sauren vielleicht nur eine 
Spur 9: 10-Olsaure. 


Formel und Ortsbestimmung der Doppelbindung. 


Der fast zusammenfallende Schmelz- und Erstarrungspunkt zeigt, 
daB wir eine einheitliche Substanz erhielten. 

Betrachten wir das durch Titration bestimmte Molekulargewicht 
und die Jodzahl, so ergibt sich, daB es sich um eine einfach ungesiittigte 
Saure (C,,) handelt. Die ein wenig zu niedrige Jodzabl (die Theorie 
wiirde 90 verlangen) ist nicht durch den geringen Gehalt an gesattigten 
Sauren zu erkliren, sie ist vielmehr als ein Hinweis aufzufassen, dab 
diese Saure eine Elaidinsaure ist (8). 

Vergleichen wir den Erstarrungspunkt des Priiparats mit dem 
Erstarrungspunkt der bekannten isomeren Ol- und Elaidinsiuren und 
auch die Konstante K von Van der Steur, dann ist es, wenn wir in 
Betracht ziehen, daB es mir bei mehrfacher Wiederholung nicht gelang, 
diese Saure auf bekannte Weise zu elaidinieren (immer wurde nach 
der Aufarbeitung die urspriingliche Saure mit gleichem Schmelzpunkt 
und Mischschmelzpunkt wieder erhalten) als bewiesen zu erachten, 
dals diese Saure eine Elaidinsdure ist. 

Die Doppelbindung sollte sich in der Nahe der 11 : 12-Stellung 
befinden, da in diesem Falle der Erstarrungspunkt sich der Reihe der 
einzelnen besser bekannten Elaidinsauren anpabt. 

Die genauere Ortsbestimmung der Doppelbindung wurde durch 
Ozonisation nach Harries vorgenommen. Die Behandlung von 4¢ 
Saure, aus Jusfettsduren erhalten, als Natriumsalz in wiasseriger Losung 
mit Ozon und Nachoxydation der Aldehyde und Aldehydsauren mit 
KMn0Q,, lieferte nach Aufarbeitung in bekannter Weise 0.8 g fliissige 


Biochemische Zeitschrift Band 197. 99 
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einbasische Saiuren und 2,6 ¢ feste zweibasische Sauren, welche nac| 
der iiblichen Reinigung folgende analytische Merkmale zeigten: 





Einbasische Sauren. Zweibasische Sauren. 
Erhaltenes Vertengt See Erhaltenes ‘ ertengt te 
Produkt Cy Cc; C. Produkt Cio Ci Cc 
Mol.-Gew., | 116 130 | 144 Mol.-Gew. 202 216 23 
berechnet aus durch 
dem Na-Salz, Titration 
135 215.8 
n, bei 70,0°C 1,3967 1,4029 1,4085 |Schmelzpunkt 1382 110 12% 
1,4050 109.88 Cc 
Mischschmelz- 
punkt(9)mC,, 
110—110,5°C 
Léslichkeitin +10) +14 +4 
100 cem Wass. 
bei + 20°C 
13 mg 





Ziehen wir in Betracht, daB das ozonisierte Praparat ein wenig 
9: 10-Olsiure enthalten haben kann, was eine Erhéhung der Werte 
fiir das einbasische Spaltprodukt mit sich bringen wird, um so mehr, 
da sich die Pelargonsaure. bei der Aufarbeitung anreichern wird, dann 
darf die Stellung der Doppelbindung mit Sicherheit als 11:12 an- 
genommen werden, soweit die Ozonisation als einwandfreie Orts- 
bestimmung gilt. Hiermit ist die neue Saure als eine 

A-11, 12-Elaidinsdure 
zu betrachten. 

Da die bei der Ozonisation erhaltenen Spaltprodukte eine normale 
Kohlenstoffkette besitzen, schien es mir iiberfliissig, die normale Struktur 
dieser ungesiittigten Saure nochmals durch Hydrierung zu Stearinsaure 
zu bestatigen. 

Nomenklatur. 

Da alle in den natiirlichen Fetten und Olen vorkommenden Fett- 
siuren auber ihrem wissenschaftlichen Namen einen mehr gebrauch- 
lichen Trivialnamen besitzen, schien es mir erwiinscht, auch dieser 
Siure einen derartigen Namen beizulegen. (Die Verarbeitung von Jus 
und Oleo ist derart, dab das natiirliche Vorkommen der Saure feststeht 
und eine Bildung bei der Aufarbeitung und Isolierung ausgeschlossen ist. ) 


Einerseits widerstrebt es uns, die lange Liste der Trivialnamen 
noch um einen weiteren zu vermehren; wenn man aber bedenkt, dal 
die Literatur z. B. tiber die Klupanodonsiure sehr schwierig auffindbar 
wire, wenn sie zur Zeit ihrer Entdeckung nur ihren wissenschaftlichen 
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Namen C,, erhalten hatte, wahrend sie jetzt zur C,,-Reihe gehért, so 
st der grobe Nutzen dieser Namen einleuchtend. 

Da ich diese Saure zuerst im Rinderfett auffinden konnte, kam 
mir der Name 

Vaccensdure, 
nach dem Rinde: ,,Vacca**, am meisten geeignet vor (acide vaccénique, 
vaecenic acid.). 

Die dieser Elaidinsaure entsprechende Olsiure ist von Fokin (10) 
beschrieben worden. Sie wurde dargestellt durch Abspaltung von 
HBr aus 12-Bromstearinsiure, die aus 12-Hydroxystearinséure und 
H Br erhalten wurde. Das Produkt von Fokin ist wahrscheinlich eine 
sehr unreine 11, 12-Olsiure, da nicht nur die Jodzahl mit 38,8 (!) 
angegeben wird, sondern auch die durch Oxydation der Saure erhaltene 
zweibasische Siure einen Schmelzpunkt von 100 bis 101°C anstatt 
110°C zeigte. 

Das Vorkommen der Doppelbindung an der 11, 12-Stelle in der 
Natur ist vor kurzem auch von Béeseken und Hoogland (11) beobachtet 
worden, die durch partielle Hydrierung von a-Eleostearinsaure eine 
einfach ungesattigte Saure erhielten mit: 


OS Se ee ee a ee 8” 
CO EE ee Ss ee Re 
Gesattigte Fettséiuren. . ais : ~ 6% 


Die Ozonisierung bewies die 11, 12-Stellung der Doppelbindung. 
Diese Saure ist auf Grund der ermittelten Daten gleichfalls als eine 
11, 12-Elaidinséiure, verunreinigt mit 5°. gesittigten Sauren und 

5°, héheren ungesattigten Sauren, aufzufassen. Die Verunreinigungen 
erklaren vielleicht die Differenz des Schmelzpunktes von dem der 
Vaccensaure. 
Weitere Eigenschaften der Vaccensiure. 

Das spezifische Gewicht der Vaccensaure wurde bei 70,0°C (4) zu 
0.85601 bestimmt. 

Die Lichtbrechung wurde im Vergleich mit einigen sehr reinen 
Praparaten ungesattigter Sauren bei 70,0° C bestimmt. 


Olséuren. 





Petroselins Petroselaidins 


leon siuee Olsaure Elaidinsaure Vaccensaure 

N, 1,439 46 1,438 29 1,439 56 1,438 13 1,438 34 
Np $22 eens 1,441 88 1,440 77 1,441 79 1.440 53 1,440 71 
Np Lea ak 1.447 95 1,446 77 1.447 98 1,446 48 1,446 74 
Ne ae 1,452 97 1,451 75 1.453 15 1,451 48 -— 
(Vp — N,). 10* . 84,9 54.8 84,2 83.5 84.0 
N,— N 

peal © 108. 192 192° 190° 189! 191 
(Vp —1) 


9G* 
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Diese Zahlen bestitigen nochmals deutlich die Vaccensaure al: 
eine einfach ungesattigte Elaidinsaure (C,,). 

Durch Bromierung in Petrolatherlésung bei 0 bis 5°C wurd 
aus der Vaccensiure eine 11, !2-Dibromstearinsiure erhalten; weile 
Kristalle mit einem Schmelzpunkt von 33°C und einem titrimetrisch 
bestimmten Molekulargewicht von 437,5. (Berechnet fiir C,,H,,0, Br, 
441.8.) 

Vorkommen in anderen Fetten. 

Es schien mir von Interesse, festzustellen, ob auch in anderen 
Fetten als Rinderfett die Vaccensiure aufgefunden werden kénnte. 
Die zu diesem Zwecke zu 1,5 bestimmte Jodzahl der T. S. von Pferdefett- 
Fettsiuren macht es sehr unwahrscheinlich, daB Vaccensaure in diesem 
Fette (jedenfalls in der untersuchten Probe) in einer nachweisbaren 
oder isolierbaren Menge anwesend ist. Mehr Aussicht bietet das Schafs- 
fett, fiir welches von Gerritzen und Kaufmann (12) Jodzahlen der T. 8S 
von 1,7 bis 12,5 bestimmt wurden. Die Autoren sind der Ansicht, 
daB naihere Untersuchungen ergeben miissen, ob diese hohen Jod- 
zahlen einer unvollkommenen Trennung der Fettsiuren oder einer 
festen ungesattigten Saure zugeschrieben werden miissen. 

In gleicher Weise vorgehend, wie dieses schon bei der Abtrennung 
der Vaccensaure aus Jus und Oleo beschrieben worden ist, erhielt ich 
aus 415g Mutton-Jusfettsiuren 7 g feste ungesiattigte Sauren, die 
zweimal aus Aceton bei — 10°C umbkristallisiert wurden. (Abgesaugt 
und mit stark gekiihltem Aceton nachgewaschen. ) 


Erhalten wurden 4 g weiber Kristalle mit folgenden Eigenschaften 


Schmelzpunkt im Roth-Apparat . 


36,5° C 


Mischschmelzpunkt mit Vaccenséure (39° C) 37,0° C 
Jodzahl von Hidbl 84,9 
Gesattigte Fettsaéuren . a a oe Sl 
Spezifisches Gewicht . a aguae 0,85662 bei 70,0° C (4) 
Lichtbrechung: Ne bei 70°C . 1,437 97 
Np bei 70°C . 1,44052 
Bao Ca Fee 6 bas 1,44653 
(Np — Ne). 10* = 85,6 
(Np — No) . 104 ~ 194.5 
(Np—1) 


Diese Daten zeigen im Vergleich mit den entsprechenden Kon- 


stanten der Vaccensdure, daB es sich hier zweifelsohne um ein etwas 
weniger reines Vaccensaéurepriparat handelt. Schafsfett ist also eben- 
falls vaccensiurehaltig. 


Da auch Butterfettsiuren eine Jodzahl der T.8. (3,5) zeigten, 


die ein wenig héher liegt als es fiir Fette ohne feste, isomere oder homologe 
Olsiuren iiblich ist, untersuchte ich auch Butterfettsiuren auf Vaccen- 
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saure. Indem ich wieder in der beschriebenen Weise vorging, gelang 
es mir, aus 800 g dieser Fettséuren eine geringe Menge (+ 0,1 g) Vaccen- 
siure abzuscheiden. Die Identifizierung erfolgte wieder durch Be- 
stimmung von einigen der oben angefiihrten Konstanten. 

Die Vaccensdure ist die erste in der Natur aufgefundene Elaido- 
Fettsaure. Uber die Bedeutung dieses Befundes fiir die Hypothesen 
der Cis-Trans-Isomerie der Olsiuren sei auf die Monographie: ,, Bereiding 
en Onderzoek van eenige Oliezuren** (13) verwiesen, in der diese Unter- 
suchungen ausfihrlich niedergelegt worden sind. 


Literatur. 


1) Journ. Ind. Eng. Chem. 18, 806, 1921. 2) Rec. Trav. Chim. 46, 
397, 1927. — 3) Ebendaselbst 46, 402, 1927. — 4) Bertram, Bestimmung der 
gesittigten Fettsiuren, Zeitschr. d. deutsch. Ol- u. Fettindustrie 45, 733, 
1925; Chem. Weekblad 24, 226, 1927. — 5) Rec. Trav. Chim. 46, 411, 1927. — 
6) Oft wird zur Zerlegung der Bleiseifen die Verwendung von verdiinnter 
Salpeterséure empfohlen; diese Saéure ist aber zu diesem Zwecke wohl sehr 
ungeeignet, da die Méglichkeit einer Oxydation, Nitrierung und Elaidinierung 


der ungesaéttigten Séuren nicht ausgeschlossen ist. — 7) l. ec. — 8) So be- 
stimmte Griin, Ber. 59, 54, 1926, fiir eine 4-12, 13-Elaidinséure gleichfalls 
eine niedrigere ais die theoretische Jodzahl. — 9) Prof. Verkade, Ned. 


Handelshoogeschool, iiberlie3 mir freundlichst eine geringe Quantitét des 
Dimethylesters dieser Séure, aus dem ich durch Verseifung und Kristalli- 


sation aus Wasser die Séure darstellte. — 10) Chem. Centralbl. 1912, TI, 
2058. — 11) Rec. Trav. Chim. 46, 632, 1927. — 12) Chem. Weekblad, 24, 
556, 1927. — 13) S. H. Bertram, Januar 1928, in hollandischer Sprache. 
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Weibliches Hormon in Hefe. 


Von 
E. Glimm und F. Wadehn. 


(Aus dem chemischen Institut der Technischen Hochschule zu Danzig 


Langfuhr.) 


(Eingegangen am 19. April 1928.) 


Léiwe, Lange und Spohr! haben vor einiger Zeit ihre sehr inter 
essanten Beobachtungen tiber das Vorkommen des weiblichen Hormons 
im Pflanzenreiche veréffentlicht. Sie hatten ihre Untersuchungen 
besonders auf weiblich bliihende Pflanzen erstreckt und das Hormon 
in den Stengeln und Blattern der Wasserrose, besonders aber in den 
Weidenkatzchen nachgewiesen. Der Brunstzyklus der weiben kastrierten 
Maus war durch Injektion passender Extraktmengen von neuem zu 
erzeugen. Allerdings zeigte sich ein Unterschied im gewohnten Ablauf 
des Ostrus insofern, als die pflanzlichen Extrakte erst nach einer 
. : = . ° 
langeren als der tiblichen Latenzzeit anschlugen und auch selten den 
vollen Brunsterfolg hervorbrachten. 

Bald nach Léwe bestatigten Dohrn, Poll und Blotevogel? diese Befunde, 
da sie ebenfalls Extrakte aus pflanzlichen Materialien herstellen konnten, 
die den Brunstzyklus bei der Maus auslésten. [hr Ausgangsmaterial bestand 
aus Riibsamen, Kartoffelknollen und Hefe. Sie gewannen aus diesen 
Produkten recht nennenswerte Mengen an Feminin, aus Hefe z. B. bis 
200 Mauseeinheiten pro Kilogramm. Hervorzuheben ist, da Blotevogel 
die Extrakte Dohrns an seinem Chromtest an den Zellen des Ganglion 
cervicale der Maus priifte und fand, daB die Zahl der nach der Kastration 
abgesunkenen chromaffinen Zellen sich nicht nur bis zur Norm hob, sondern 
dariiber hinaus den fiir die hohe Schwangerschaft typischen Wert erreichte. 
Die von Léwe und Dohrn hergestellten hormonhaltigen Extrakte waren 
Ole, die das Feminin in vergleichsweise niederer Konzentration erhielten, 
in 20 bis 50 mg eine Mauseeinheit. 

Die Befunde Léwes und Dohrns sind nicht ohne Widerspruch 
geblieben. Teilweise erstreckte sich diese Kritik auch auf die von den 
Untersuchern benutzte Testmethode. Auch wir*® hatten uns nach 


Léwe, Lange und Spohr, diese Zeitschr. 180, 1, 1927. 
2 Dohrn, Poll und Blotevogel, Med. Klin. 1926, 8. 1437. 
' Diese Zeitschr. 179, 3, 1926; Klin. Wochenschr. 1927, Nr. 2. 
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friher veréffentlichten Versuchen vergeblich bemiiht, aus den an 
\ntisterilitaétsvitamin E reichen Weizenkeimlingen physiologisch wirk- 
same Ausziige zu bereiten. 

Es erschien erwiinscht, die Angaben tiber das Vorkommen des 
Feminins in pflanzlichen Materialien nochmals zu priifen und die ent- 
stehenden Extrakte mit den bereits an anderem Ausgangsmaterial ge- 
wonnenen Erfahrungen soweit zu reinigen, daB Schadigungen der Tiere 
und daraus entstehende Komplikationen nach Méglichkeit vermieden 
wurden. Wir verwandten als Ausgangsmaterial Hefe, und zwar im 
Hinblick auf eine etwaige Verwendung fiir fabrikatorische Zwecke. 
Bierhefe fallt in recht erheblichen und augenblicklich schlecht ver- 
wendbaren Mengen ab, so da ihre Verwendung als Hormonlieferant 
in einem Zeitpunkt, in dem der Hormonreichtum des Schwangeren- 
harns noch nicht allgemein bekannt war, von Vorteil hatte sein kénnen. 

Unsere Ergebnisse seien kurz zusammengefabt. Wir extrahierten 
Hefe nach dem Abtéten mehrfach mit siedendem Alkohol und dann 
mit Chloroform, vereinten die nach dem Abdunsten der Lésungsmittel 
zuriickbleibenden braunen Extrakte und reinigten diese in friiher 
niher! beschriebener Weise. Die Extrakte wurden aus verdiinntem 
Methylalkohol umgelést, der Methylalkohol verjagt und der Riickstand 
in wasserigem Ammoniak zu einer Emulsion gelést. Beim Ausschiitteln 
mit Ather bleibt die Hauptmenge der Ballaststoffe in der ammoniaka- 
lischen Lésung; der Ather ist nur noch gelb gefirbt und hinterlabt 
beim Verdunsten wenig Riickstand, der zum Teil in Wasser loslich ist. 

Wir priiften sowohl den gelblichen Riickstand wie auch die wisserige 
Lésung an einer Reihe von kastrierten Mausen. Aus | kg Bierhefe 
erhielten wir etwa 1,0 g éligen Riickstand, von dem 25 mg einen vollen 
Brunstgang an der Maus ausléste. Wir verstehen unter vollem Brunst- 
gang das Auftreten des Zondekschen Brunstbildes. In der neutralen 
wasserigen fast farblosen Lésung befand sich das Hormon in erheblich 
gréBerer Reinheit. 1 ccm dieser Lésung enthielt 2 M.-E. bei einer 
Trockensubstanz von 0,1 mg fiir 1 M.-E. Auch hier war der Priifungs- 
befund an der Maus ganz eindeutig. Die Ausbeuten lagen stets unter 
den von Dohrn angegebenen Zahien und erreichten bestenfalls 50 M.-E. 
aus | kg frischer Bierhefe. 

Nach denselben Methoden priiften wir den Gehalt der Prebhefe 
an Feminin. Die Aufarbeitung gestaltete sich im allgemeinen einfacher ; 
auch hier gelang es uns schlieBlich, eine kaum gefarbte wasserige Losung 
herzustellen mit einer Aktivitat von 0,1 mg Trockensubstanz auf 
1M.-E. Die aus der Prebhefe erzielten Ausbeuten lagen fast durch- 


. 
4 


gingig niedriger als die aus Bierhefe erzielten; sie lagen bei 30 M.-E 


1 A.a. O. 
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fiir 1 kg frischer Hefe. Dieser verschiedene Gehalt an Feminin diirft 
vielleicht an den verschiedenen Wachstumsbedingungen liegen, unte: 
denen diese Hefen gezogen werden. Bierhefe wachst unter sozusagen 
tippigen Bedingungen in einer Wiirze, die sehr reich an organischem 
Stickstoff ist, waihrend die PrebBhefe heute bekanntlich im Betriehe 
in Lésungen gezogen wird, deren Stickstoff fast zur Hialfte aus an 
organischen Ammoniumsalzen besteht. 

In den beschriebenen Versuchen war die Hefe in méglichst frischem 
Zustande verwendet worden; es erschien interessant, festzustellen 
ob das Hormon wiahrend des Lagerns im kiihlen Raume zu- oder ab 
nimmt. Der Gehalt an Hormon erwies sich innerhalb der Grenze der 
Bestimmungsfehler unverandert, betrug also 30 M.-E. auf 1 kg. 

In diesem Zusammenhang sei auf friihere Ausfiihrungen P. Lindners 
hingewiesen, nach denen man weibliche und miannliche Hefezellen 
unterscheiden kénnte. Ob die Existenz des weiblichen Hormons in 
Bier- und PreBhefe durch die Anwesenheit der weiblichen Zellen bedingt 
ist, kann nach dem bisher vorliegenden Material nicht entschieden 
werden, ist aber nach Auffindung des Hormons in Hoden und Harn 
von Mannern wenig wahrscheinlich. 
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Salzhydrolyse der Stirke. 


Ve ym 


E. Glimm und R. Grimm. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium fiir Nahrungsmittelchemie und land- 
wirtschaftliche Gewerbe der Technischen Hochschule zu Danzig.) 


(Eingegangen am 19, April 1928.) 


Die Aufsehen erregenden Angaben Haehns und Biedermanns, 
denen es gelang, allein mit Salzgemischen mit oder ohne Zusatz einer 
organischen Komponente Stirkelésungen abzubauen, haben durch 
Takane' nicht bestatigt werden kénnen. 

Als erster glaubte Biedermann einen Starkeabbau durch gegliihte 
Speichelamylase bewirkt zu haben. Spater trat Biedermann von seiner 
Behauptung zuriick und gab ein eventuelles Vorhandensein von Amylase- 
spuren bei seinen Versuchen zu; bald aber ist Biedermann wiederum zu 
seiner urspriinglich geaéuBerten Ansicht zuriickgekehrt, naémlich: daB 
Neutralsalze allein, ohne organische Komponente, Starke bis zur Maltose 
abzubauen vermégen®. Unabhangig von Biedermann hat Haehn®* einen 
Starkeabbau durch Salzwirkung beschrieben, wobei er eine Steigerung der 
Salzwirkung durch Zugabe von Aminoséuren und Pepton beobachtet zu 
haben glaubt. Ferner hat Jijin unter dem EinfluB von gewissen Salz- 
lésungen ein Verschwinden von Starke in den SchlieBzellen der Spalt- 
é6ffnungen von Pflanzen beobachtet. 

Zweck der vorliegenden Arbeit war eine Nachpriifung dieser 
Ergebnisse sowie eventuell eine Festsetzung der naheren Bedingungen, 
unter denen die ,,Salzhydrolyse erfolgreich verlauft. Eine Klarung 
schien um so notiger, als die beiden Arbeiten von Haehn und Biedermann 
in ihren Arbeitsmethoden sowie Einzelergebnissen nicht einheitlich 
sind, sondern sich in wesentlichen Punkten widersprechen. 


‘ Takane, diese Zeitschr. 175, 241, 1926. 

2 Biedermann, diese Zeitschr. 185, 282, 1923; 187, 35, 1923. 

3 Haehn, ebendaselbst 185, 585, 1923; Haehn und Berentzen, Chemie 
der Zelle und Gewebe 12, 286, 1925. 
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Haehn ist auf Grund eingehender Versuche zu dem Ergebnis gelangt, 
daB man ,,mit Hilfe von Neutralsalzen allein schon, also ohne organisch: 
Komponente, den Abbau der Starke bis zum Zucker bewerkstelligen** kann. 
Er versetzte je 4, ccm | ° iger Starkelésung mit 0,1, 0,2, 0,3... bis 1,0 cen 
Neutralsalzlésung (ein Gemisch von gleichen Teilen m/10 KCl, NaC}, 
CaCl,). Blieb das Reaktionsgemisch 22 Stunden bei 37° (spéter 37 bis 50° 
stehen, so war ein teilweiser oder vollstandiger Abbau der Starkelésunyg 
erreicht. Bei einer Steigerung der Salzzugabe auf iiber 1 cem hérte dik 
Wirkung auf. 

Die Versuche gelangen zu 50°, mit nach Lintner hergestellter ,,lésliche) 
Starke‘‘; gewéhnliche Kartoffelstarke lieB sich tiberhaupt nicht abbauen. 
Fiir den negativen Ausfall der meisten Versuche macht Haehn den ungleichen 
Kolloidzustand der Stérkelésungen verantwortlich. Auch an andere: 
Stelle! auBert Haehn die Ansicht, daB die Salzhydrolyse der Starke nu 
dann méglich ist, ,,wenn letztere im richtigen Dispersitaétsgrad angewendet 
wird", 


Bessere Resultate hat Haehn durch Zusatz eines Gemisches von Amino- 
siiuren erzielt; diese Erscheinung sucht er dadurch zu erklaéren, daB das 
Salzmolekiil durch Bildung einer Doppelverbindung vergréBert wird und 
hierdurch leichter mit dem groBen Starkemolekiil in Reaktion zu treten 
vermag. Auch nicht vorbehandelte Kartoffelstarke wurde auf diese Weise 
hydrolysiert. Die besten Resultate hat Haehn jedoch mit dem System: 
Neutralsalz + Aminosiéuren + Pepton erreicht. 


DaB Mikroorganismen beim Starkeabbau ihr Spiel getrieben haben, 
halt Haehn fiir ausgeschlossen. Zugabe von desinfizierenden Mitteln 
(Thymol) konnte die Resultate nicht beeinflussen. Allerdings gibt Haehn 
zu, daB bei den sterilisierten Proben der Erfolg meist ausblieb. 


Biedermann hat seine Versuche auf véllig anderer Grundlage auf- 
gebaut. Nach seiner Beobachtung ist die Salzwirkung von einer gleich- 
zeitigen starken Zufuhr von Sauerstoff abhangig: nur bei Einleiten von 
Sauerstoff bzw. Luft und kraftigem Schiitteln (um die Zufuhr des Sauerstoffs 
zu beférdern) hat Biedermann im Laufe von 3 bis 5 Stunden bei 40° einen 
Stairkeabbau erreicht. Das giinstigste Reaktionsgemisch bestand aus 
214 cem einer 1% igen Staérkelésung und 744 cem einer n/2 Salzlésung. 
Am wirksamsten zeigten sich: NaCl- und KCl-Lésung, ferner ein Gemisch 
von NaCl mit Na-Phosphaten. CaCl, und BaCl, wirkten ungiinstig; 
letztere Beobachtung ist auch von J/jin gemacht worden. Die hydro- 
lytischen Wirkungen von Salzlésungen fallen nach Biedermann nur in 
bezug auf den Abbau bis zum Verschwinden der Jodreaktion mit det 
Wirkung verdiinnter Diastaselésungen zusammen. Die Reduktionsproben 
fielen schwacher aus, als nach der Starkekonzentration zu erwarten war. 
Die ,,Autolyse‘* wurde nur bei streng neutraler Reaktion beobachtet. 

Auf eine Infektionsgefahr scheint Biedermann nicht besonders ge- 
achtet zu haben; nur an einer Stelle erwahnt er kurz, daB die Lésungen vor 
dem Ansetzen des Versuchs ,,behufs Sterilisierung aufgekocht** wurden. 

In Einzelheiten widersprechen sich die beiden Arbeiten in mehreren 


Punkten: 


! Haehn, Wochenschr. f. Brauerei 42/48, 207. 
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Haehn behauptet, ,,daB die kleinsten Salzmengen oft am wirksamsten 
varen; Biedermann muBte ,,auffallend hohe Konzentrationen anwenden“. 
In der Tat hat Haehn seine Effekte mit Lésungen erreicht, die innerhalb 
ler _Konzentrationsgrenzen von m/100 bis m/1000 Salz im Liter lagen 
bei héheren Konzentrationen hérte die Wirkung wieder auf), wahrend 
Biedermann die besten Resultate mit n/2 Salzlésungen erzielte, also mit 
50- bis 500fachen Konzentrationen. 

Nach Haehn ist nur ,,lésliche Staérke‘* durch Salze allein hydrolysierbar ; 
Biedermann baut auch eine nicht vorbehandelte 1 °,ige ,,Amylaselésung“* 
ab. In der verschiedenartigen Wirkung der einzelnen Salze stimmen die 
Ergebnisse nicht tiberein; so arbeitet Haehn erfolgreich mit einem Salz- 
gemisch, dessen einer Bestandteil CaCl, ist, wahrend Biedermann (ebenso 
[ljin) CaCl, fiir reaktionshemmend halt. 


Unsere sorgfaltige Nachpriifung, die seit 1924 mehrfach zu ver- 
schiedenen Jahreszeiten und von verschiedenen Bearbeitern ausgefiihrt 
wurde, fiihrte stets zum gleichen Ergebnis. Wenn die betreffenden Proben 
einwandfrei sterilisiert worden waren, war niemals auch nur die Spur 
eines Abbaues zu beobachten. Proben, die ohne besondere Vorsicht, 
also nicht steril, aber sonst genau nach den Vorschriften von Haehn 
und Biedermann angesetzt wurden, zeigten in einzelnen seltenen Fallen 
Abbau. Diese Fille bildeten aber Ausnahmen, meist®konnte auch bei 
unsterilem Arbeiten keine Einwirkung erzielt werden. Wenn Abbau 
eintrat, war stets Infektion daran schuld. Es gelang uns, einen Schimmel- 
pilz zu isolieren, dessen Auftreten an den vereinzelt positiv verlaufenden 
Abbauproben verantwortlich ist. Im Pepton findet er sich haufig und 
ist auch durch einfaches Kochen nicht abzutéten, hieraus erkliren 
sich wahrscheinlich die giinstigen Erfolge, die Haehn gerade mit Pepton- 
gemischen erzielte. 

Im folgenden bringen wir erst Versuche, die sich genau an die 
Angaben Haehns und Biedermanns anschlieBen, also nicht steril aus- 
gefiihrt wurden, und dann die streng steril durchgefiihrten Versuche. 

Zu den Versuchen wurden mehrere Stérkesorten benutzt: 

a) Kartojfelmehl, 

b) ,,/ésliche Stdrke** von Kahlbaum, 
c) ,,lésliche Stdrke** nach Lintner’, 
d) ,,lésliche Stdrke** nach Zulkowsky?*. 

Die Starke wurde in 1 °,iger Lésung angewendet und diese alle 5 bis 
10 Tage neu bereitet. Die Starkelésungen wurden unter Toluol aufbewahrt. 


Es wurde zuerst eine Wiederholung der Haehnschen Versuche vor- 
genommen. Das dabei verwendete Salzgemisch bestand aus &quimolekularen 
Mengen von NaCl, KCl und CaCl,. 


1 Lintner, Journ. f. prakt. Chem. 34, 378, 1886. 
2 Zulkowsky, Ber. 18, 1395. 
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Tabelle I. 


E. Glimm u. 


R. Grimm: 





Angewandte Starke: Amyloselésung 1° ig (Lésung a); t = 37 


Die Versuche 3a und 7a fanden unter gleichzeitigem Luftdurchleiten statt 





x Salzgemisch 

Nr. Lésung a m/10 
com ccm 

1 2,5 05 
2 2.5 1,0 
3 2.5 1,5 
Ba 2.5 1.5 
4 2.5 2.0 
5 2,5 2,5 
6 2,5 3,0 
7 2.5 3.5 
7a 2,5 3,5 
8 2,5 4.0 
9 2.5 4.5 
10 2.5 5,0 


Tabelle Il. 
erhéht auf 45°. 


Jodfarbung nach 


H, O 
ccm 24 Std. 48 Std. 
47 blau blau 
46.5 - a 
46 - - 
46 ¥ “ 
45.5 a = 
45 i A 
44.5 * . 
44 “ - 
44 “ " 
43.5 ‘. n 
43 8 e 
42.5 o " 


Angewandt: Starkelésung ec (Lintner); t 
6a unter Luftdurchleiten. 


Nr. 2a und 


“24 Std. 


Mit Fehling-Lésung 


48 Std 


37°, nach 24 Std. 





- Salzgemisch 
Nr. Lésung c m/10 
ccm com 
o 

l 2.5 05 
2 2.5 1,0 
2a 2.5 1,0 
3 2.5 1.5 
4 2.5 2.0 
5 2.5 2.5 
6a 2.5 3.0 
7. 2,5 3,5 
8 \ 2.5 4,0 
9 2.5 oO 
10 2.5 5.0 
6 25 3.0 


Tabelle III. 


Angewandt: 


Jodfarbung nach 


H,O 

ccm 24 Std. 48 Std. 
47 blau blau 
46,5 a * 
46.5 % e 
46 ' " ‘n 
45.5 e e 
45 as x 
44.5 e - 
44 i - 
43.5 ‘ a 
43 rotviolett achrom. 
42.5 blau blau 
44.5 a a 


Starkelésung d (Zulkowsky); t - 
Nr. 4a und 10a unter Luftdurchleiten. 


Mit Fehling nach 


24 Std. 48 Std 


— sehr wenig 


37°. 





, Salzgemisch 
Nr. Lésung d m/10 
ccm ccm 
1 2,5 0.5 
2 2.5 1,0 
3 2,5 1,5 
4 2.5 2.0 
4a 2.5 2.0 
5 2.5 2.5 
6 2.5 3,0 
i 2.5 3.5 
5 2.5 4.0 
9 2.5 4.5 
10 2,5 5.0 
l0a 2.5 5.0 


Jodtarbung nach 


H.O 

com 24 Std. 48 Std 
47 blau blau 
46.4 _ 7 
46 a a 
45.5 = = 
45.5 e violett 
45 » blau 
44.5 : 
44 achrom. achrom. 
43.5 blau blau 
43 " - 
42.5 aa - 
42.5 “ 


24 Std. 48 Std. 
sehrwenig mehr 
Cu, O Cug0 


Fehling-Reaktion nach 











37 
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jung 
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Tabelle IV. 


Angewandt: Starkelésung b (Kahlbaum). Das Resultat war, genau wie 
bei der Versuchsreihe I, d. h. ein véllig negatives, obgleich die Versuchs- 
dauer auf viermal 48 Stunden erhéht wurde. 


Wie ersichtlich, sind bei der genauen Wiederholung des ersten 
Teiles der Haehnschen Versuche nur zwei Fille von totalem (II, 9 und 
III, 7) und ein Fall von partiellem (III, 4a) Abbau erhalten worden. 
Bei mehrmaliger Wiederholung dieser drei Versuche unter denselben 
Bedingungen trat kein Abbau mehr ein. 

Auch dann, wenn absichtlich besonders unsteril gearbeitet wurde, 
z. B. statt des destillierten Wassers gewéhnliches Leitungswasser ver- 
wendet wurde, war ein Abbau in den sechs angesetzten Proben nicht zu 
erreichen. 


Starke Kahlbaum; t = 40°; Salzlésung NaCl, KC, CaC,. 








Nr Starke Salzlésung H,0 Jodtarbung 

i ccm ccm ccm 48 Std. 

1 2.5 1 45 blau 
2 2.5 2 45 _ 
3 2,5 3 45 : 

Dieselben Versuch’ mit Lintner-Starke; ¢ -= 40°. 
N Starke Salzlésung H,O Jodfarbung 
u~T. 
ccm ccm com ccm 

1 2.5 1 45 blau 
2 2.5 2 45 . 

3 2.5 3 45 » 


Fiir weitere Versuche wurde ein Aminosduresalzgemisch als Abbau- 
léisung verwendet, das Haehn als recht wirksam bezeichnet. Es be- 
stand aus einer Lésung von m/10 Alanin und m/10 Leucin, die zu 
gleichen Teilen mit der schon benutzten Salzlésung (NaCl, KCl, CaCl,) 
in m/10 Konzentration vermischt wurde (Lésung A). 


In gleicher Weise wurden Versuchsreihen mit .,Amyloselisung 
und Kahlbaums ,.lésliche Starke ausgefiihrt, die aber nur in sehr 
wenigen Fallen partiellen Abbau zeigten. Da sich also diese beiden 
Starken als am schwersten abzubauen erwiesen hatten, beschrankten 
wir uns im weiteren Verlauf der Arbeit hauptsachlich auf die beiden 
leichter abzubauenden ,,léslichen Starken** nach Lintner und Zulkowski. 
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A. Angewandt: Starkelésung d (Zulkowsky); ¢ 38 bis 45°. 


Nr. 3a und 6a unter Luftdurchleiten. 








” Lésung d | Lésung A HO Jodtarbung nach Fehling nach 
; ccm ccm com 24 Std. 48 Std 24 Std. 48 Std 
1 2,5 0,5 47 blau blau 
2 2.5 1,0 46,5 z. blauviolett 
3 2.5 15 46 a blau 
Sa 2.5 1.5 46 » - 
4 2.5 15 46 blauviolett rotviolett 
5 2.5 2.5 45 blau blau 
6 2.5 3.0 44.5 blauviolett achromat. a 
2 
ba 2.5 3,0 44.5 blau blau 
7 2.5 3.5 44 7 - 
8 2.5 4.0 43.5 % blauviolett 
y 2.5 4.5 43 a blan 
10 2.5 5,0 42.5 i rn — . 
B. Angewandt: Starkelésung e (Lintner); ¢ 45 bis 50°. 
Nr. la und 5a unter Luftdurchleiten. 
N Lésung ¢  Lésung A H,O Jodtarbung nach Fehling nach 
wr ~ -_ — 
ccm ccm ccm 24 Std. 48 Std. 24 Std 48 Std 
1 2.5 0.5 47 blau blau 
2 2.5 1,0 46,5 = rotviolett —_ — ' 
3 2.5 1.5 46 Pe blau - — 
4 2.5 2.0 45.5 = A . — 
5 25 2.5 45 a achromatisch wenig CugO 
6 2.5 3,0 44.5 - blauviolett 
7 2.5 3.5 44 . blau 
Ss 95 4.0 43.5 on - — 
9 2.5 4.5 43 4 blauviolett 
10 2.5 5,0 42.5 a ~ 
la 2.5 05 47 E blau - —- 
5a 2.5 2.5 i) * — - 


Wie ersichtlich, liegen auch in diesen Versuchsreihen einige Falle 
von Stairkeabbau vor; jede Wiederholung einer Versuchsreihe zeigte 
jedoch ein anderes Bild; z. B. war bei Wiederholung der Versuchs- 
reihe B kein totaler Abbau mehr bei Probe Nr. 5 zu erreichen, dafiir 
hatten die Proben 7 und 9 positiven Abbau. 


Wie aus den TabellenI P und II P hervorgeht, zeigt sich bei 
Gegenwart von Pepton ein deutlicher Abbau. Im Gegensatz zu Haehns 
Versuchen konnte Pepton Witte allein schon, ohne Salze und Amino- 
siuren, den Abbau bewirken. Stichproben mit den Starkelésungen a 
und b ergaben denselben Erfolg, wenn auch schwacher. 
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Zur Anwendung kam: 


Salzhydrolyse der Starke. 


ersuche mit Pepton Witte. 


Tabelle I P. 


Starke c (Lintner). 








wie die vorhergehenden und folgenden, eine ,,Kontrollprobe*, 
1°.ige Peptonlésung 


Starkelésung und 47,5cem H,O  bestehend. 
bezeichnen wir als Lésung P. 


Die 


t e 


aus 
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Diese Versuchsreihe entha!t, 


2% ecm 





Jodtarbuny nach 


Fehling nach 





. Lésung ¢ Losung A” Lésung P H,O 
ccm com com com 24 Std 45 Std 24 Std. 48 Std 
l 2.5 05 0.5 46.5 blau blau 
2 2.5 0.5 47 = “ 
. Or - = | blau- | 
2.5 1,0 1.0 45.5 _ 
; | violett =| 
4 2.5 1,0 46.5 - rotviolett | sehr wenig 
| ( ly ) 
5 2.5 1.5 1.5 44.5 rotviolett = 
6 2.5 . 1.5 46 blau A 
7 2.5 2.0 2.0 43.5 a blau 
Ss 2.5 2.0 45.5 rotviolett achrom. , —- 
| CuO 
9 25 2.5 2.5 45.5 blau 
- - = ! - , 
10 2.5 2.5 45 ‘lau | wenlg 
violett Cu. O 
11 2.5 3.5 3.5 40.5 achrom. ) Ve 
12 2.5 3.5 44 rotviolett P 
13 2.5 4.0 4.0 39.5 achrom. ss } | Wenig 
1 ¢ ug weng 
14 2.5 4 40) 43.5 Cug0 
15 2.5 5.0 5.0 37.5 * » ’ - 
16 2.5 5.0 42.5 blau rotviolett 
Tal lle Il P. 
Angewendet: Starkelésung d (Zulkowsky); ¢ 37°. 
x, Lésungd Lésung A Lésung PH, O Jodtarbung nach Fehling nach 
ccm ccm com com 24 Std. 48 Std. 24 Std 48 Std 
I 2.5 0.5 05 46.5 blau blau 
2 2,5 05 46 - - — 
3 25 1.0 1.0 45.5 rotviolett — 
4 2.5 - 1,9 46.5 ‘ blau 
5 2.5 1.5 1.5 44.5 rotviolett 
6 2.5 1.5 46 " = 
7 2.5 2.5 2.5 42.5 rotviolett achrom 
8 2.5 - 2.5 45 % rotviolett 
9 2,5 3,5 3.5 40.5 farblos farblos wenig CugO 
10 2.5 3.5 44 blau blau 
ll 2.5 4.9 4.0 39.5 rotviolett  farblos wenig Cug0 
12 2.5 4.0 43.5 i rotviolett wenig CugO 
13 2.5 4.5 4.5 37.5 a " 
14 2.5 4.5 42 farblos wenig Cug0 
15 2.5 5.5 55 36.5 farblos wenig CuO 
16 2.5 — 5.5 42 wenig Cu,0 
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Versuch mit Pepton-Carne; t = 40°. 


Anders verhielt sich Pepton-Carne. Weder allein noch mit dem Salz- 
Aminoséuregemisch vermochte es Starke abzubauen. 





Lésung 





Nr. Starke Seis + Aminosiere Pepton H,O Jodtarbung nach 

com ccm ccm com be Std 

1 ' 2.5 05 0,5 45 blau 
2 2.5 - 0.5 45 b. 
3 2.5 2 2 45 2 
+ 2,5 -- 2 45 . 
5 2.5 3.5 3,5 45 » 
6 25 . 3.5 45 ‘ 
7 2,5 4 4° 45 e 
8 2.5 —- 4 45 a 
9 2,5 5 5 45 _ 
10 2,5 -- 5 45 a 

Pepton unbekannter Herkunft. 
Zulkowsky-Stairke + Salz + Aminoséure + Pepton; ¢ 40°. 
Ne Starke Salz }, ~ Pepton H,O0 | ~ nach 
ccm ccm ccm com 

1 2.5 0,5 0.5 45 blau 
2 2,5 — 0,5 45 n 
3 2.5 2 2 45 > 
4 2,5 -— 2 45 . 
5 2.5 3 3 45 . 
6 2,5 Ve 3 45 ‘ 
Fy 2,5 4 4 45 = 
8 2.5 4 45 " 
y 2.5 5 5 45 " 
10 2.5 _- 5 45 - 


Hiermit beendeten wir die Nachpriifung der Haehnschen Versuche. 
Eine Regelmabigkeit des Abbaues, wie Haehn sie gefunden hat, war 
nur bei wenigen Versuchen mit Pepton Witte zu beobachten. 

Erniedrigt man die Konzentration der Starkelésung unter das in 
den bisherigen Versuchen innegehaltene MaB und verwendet zu den 
Ansatzen statt 2,5cem 0,1 bis 0.5cem, so werden die Resultate 
schwankend und unklar. Gelegentlich beobachteten wir dabei einen 
Abbau, wie z. B. aus folgender Tabelle hervorgeht. 





: Starke a Lésung A H,O Jodtarbung nach 
Nr. 48 Std. 
ccm com com 
1 0,1 l 45 farblos 
2 0,3 1 45 blau 
3 1 45 . 
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Die Versuche mit so kleinen Starkemengen sind aber recht un- 
zuverlassig. Die Jodreaktion der Starke ist ja ein ziemlich kompli- 
ierter Vorgang, der durch mancherlei Umstande in seiner Farbqualitat 
beeinfluBt wird. Bei Verwendung von so kleinen Starkemengen treten 
leicht Anderungen im Farbton auf, die mit der Intaktheit des Starke- 
molekiils als solechem gar nichts zu tun haben. Irgendwelche Schiliisse 
glauben wir daher aus diesen gelegentlich positiv verlaufenden Ver- 
suchen nicht ziehen zu kénnen. 

Die folgenden Versuche wurden méglichst genau nach den Angaben 
Biedermanns durchgefiihrt. Eine jede Versuchsreihe enthielt wiederum 
eine Kontrollprobe, die jedoch kein einziges Mal einen Abbau zeigte. 


Tabelle 1b. Angewandte Starkelésung: Lésung a; ¢ 40°, 
Alle Proben unter Luftdurchleitung. 





Nj Lésung a NaCl Konzen- H,O Jodfarbung nach ; ae 
7 as ot tration oon 2Std. 5Std. 12Std. 12 Std. 
1 2.5 25 n4 5 blau blau  blau 
2 2.5 5 n4 2.5 ss a 
3 2.5 7.5 n4 —- 3 % “ -- 
4 2.5 5 n2 2.5 ‘ in - 

5 2.5 7,5 n2 — "= ‘i 

6 25 5 D 2.5 ae jn a 
7 2.5 7,5 L ‘ . . 

S 2.5 5 2n. 2.5 ‘ a - 
4 25 75 * 2n - is “ i 


Aus Tabelle Ib geht hervor, daB in keinem Falle auch nur eine Spur 
von Abbau zu beobachten war. Dasselbe Ergebnis gaben KCl und die 
von Biedermann als giinstig bezeichnete Phosphatmischung. 


Tabelle I1b. Starkelésung b (Kahlbaum); t 40°; unter Luftdurchleiten. 





Lésung b NaCl  Konzens H,O Jodtarbung nach Fehling nach 
tration : : : 12 Std. 
com com , com 2Std. 5 Std. 12 Std. 

l 2.5 2.5 n4 5 blau blau blau 

2 25 5 n4 2.5 “ . ‘ — 

3 2.5 7.5 n4 - i o fe 

4 2.5 ) n2 2.5 ‘z i" ‘a — 

5 2.5 7.5 n2 is rotviolett| achrom. wenig Cug0 
6 2.5 5 n 2.5 e blau blau 

~ > F an { blau- | . 

7 2,5 7.5 n _ . rotviolett 

| violett | 

8 25 5 2n 25 " blau blau 

9 2.5 7.5 2n “ ‘l “ 
10 2.5 ) 4n 2.5 o - a 


In der Tabelle ITb finden wir einen Fall von totalem Abbau. Infolge 


der starkeren Konzentrationen der Lésungen fiel hier auch die Reaktion 
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mit Fehlingscher Lésung viel deutlicher aus, als bei den Versuchen na 
Haehn. Wiederholungsversuche miBlangen. 


Tabelle 111b. Angewandt: Starke e¢ (Lintner); t = 40°; unt. Luftdurchleiten, 





N Lésung ¢ NaCl Konzentration H,O Jodfarbung nach ) — 
a, com com woe com 2Std 5 Std. 12 Std. 12 Std. 
1 2.5 2.5 n4 5 blau blau blau 
2 2: 5 n4 2.5 * “ rotviolett 
8] 2.5 7,5 n4 - * < blau 
4 2,5 5 n2 2.5 »  rotviolett rotviolett 
5 2.5 7,5 n2 — > blau blau 
6 2.5 5 n 2.5 a ‘ ‘ 
7 2.5 7,5 n — - achrom. achrom. Cug 
8 2.5 5 2n 2.5 ~ blau blau 
9 2.5 7.5 2n - - Y “ _ 


Die Tabelle IIIb zeigt auch nur einen Fall von totalem Abbau. Ein 
Wiederholungsversuch gab einen solchen nicht mehr im siebenten, woh! 
aber im dritten und vierten. Versuche mit KCl und mit der Phosphat- 
mischung zeigten noch weniger Falle von Abbau. 


Tabelle IVb. 
Angewandt: Starke d (Zulkowsky). Die Versuchsreihe zeigte, unter gleichen 
Arbeitsbedingungen, zufalligen Abbau in einigen Proben, wie Tabelle IIIb. 


Da nach Biedermann die Wirkung des Salzes mit seiner Konzen- 
tration steigt, sind wir, wie aus den Tabellen hervorgeht, bis zu 3 Mol 
Salz pro Liter gegangen. Obgleich wir auBerdem die Versuchsdauer 
auf 12 Stunden erhéhten, fand keine regelmiBige Salzhydrolyse statt., 
trotzdem die Versuche mehrmals wiederholt wurden. Somit hat sich 
auch die Arbeit von Biedermann nach unseren Beobachtungen nicht 
bestatigt. 

Um nun einen Ubergang zwischen den beiden Arbeiten von Bieder- 
mann und Haehn zu schaffen, haben wir die Wirkung von Salzkonzen- 
trationen untersucht, welche innerhalb der oberen Konzentrations- 


Starke c (Lintner); t 40°. 





Nr Lésunge NaCl Konzentration H,O Jodtarbung nach — 
ta com = com 5 Std. 12 Std 12 Std. 
1 2.5 7,5 n 100 40 blau blau - 
2 2.5 20 n10 25 ss © — 
3 2.5 20 n/50 25 ‘ a — 
40 2.5 20 n/25 25 ~=—s rotviolett |‘achromat.  - 
5 | 2.5 20 n/12 25 blau rotviolett — 
6 2,5 20 n/6 25 . blau -- 
7 2.5 20 8 25 - 
7 2,¢ n 5 é - 
+0, 8 2,5 20 n/3 25 is " _— 
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Salzhydrolyse der Starke. 


Starke d (Zulkowsky); 


40°. 








, Lésung d NaCl Konzentration H.O 
Nr. NaCl z 

ccm ccm ccm 

1 2.5 7.5 n/100 40 
2 2.5 20 n 10 25 
3 2.5 20 n 50 25 
4 2.5 20 n 25 25 
5 2.5 20 n/25 25 
6 2.5 20 n 12 25 
7 25 20 n6 25 
8 2,5 20 n3 25 


Die Ergebnisse sind dieselben wie bisher. 


grenze von Haehn und der unteren von Biedermann lagen. 


Jodfarbung nach 


5 Std. 


blau 


blauviolett 
blau 


Fehling 
nach 


12 Std. 12 Std 


blau 
blauviolett 
rotviolett _ 
blau 
farblos ( 
blau 
rotviolett 
blau 


uw, 


Diese Ver- 


suche wurden nur mit den am leichtesten hydrolysierbaren Starken c 


und d ausgefiihrt. 


Versuche unter 


Luftdurchleiten. 





Starke Kahibaum, Salz und NaCl unter Luftdurchleiten; ¢ = 40°. 
: Starke NaCl Konzentration H,O Jodfarbung nach 
Nr. NaCl 6 Std 
com com ccm 
1 25 5 n4 25 blan 
2 25 7.5 n4 - 
3 25 5 n 2.5 
4 25 7.5 n 


Genau wie oben: 


Starke Zulkowsky. 


Luftdurchleiten 


4 Stunden. 





Starke 


ccm 


IO DO DO bo 
Orroroo 


mone 


Alle diese Versuche haben eindeutig gezeigt, dal} von einer ,, 


NaCl Konzentration 
NaCl 
ccm | 
5 n4 
7.5 n4 
5 n 
7.5 n 


H,O 


Jodtarbung nach 
4Std 


blau 


Salz- 


hydrolyse nicht gesprochen werden kann. Es lag nahe, den ab und zu 


eintretenden Abbau auf eine sehr schwer abzutétende thermophile 
Infektion zuriickzufiihren. Besonders das Pepton Witte miibte reich 
an starkeabbauenden Bakterien sein, da es in gréBeren Konzentrationen 
regelmaBig stirkeabbauend wirkte. Um einen Beweis fiir diese Annahme 
zu erbringen, kochten wir eine Peptonlésung vor dem Gebrauch eine 


Stunde lang. 


sind in folgender Tabelle zusammengestellt : 


Die Versuchsergebnisse mit dieser Peptonlésung (pp) 


30* 
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. n/10 p Feh 
Nr Lésung d NaCl 1%/oig H,O : Jodtarbung nach - gat 
com com ccm ccm 24 Std 2 24 Std. | 3 24 Std. | 4 24 Std. Std. 
2.5 05 O58 465 blau blau rotviolett rotviolett 
2 2.5 1.5 15 445 e rotviolett achrom. achrom. 
3 2.5 25 25 425 i blau blau blau 
4 2.5 $85 35 405 Ps rotviolett achrom. achrom. | c me 
5 2.5 45 4.5 38.5 blauviolett achrom. . n , 


Das Aufkochen hat, wie aus der Tabelle hervorgeht, die Hydrolys: 
der Starke wohl verlangsamen, nicht aber verhindern kénnen. Es 
geniigte wohl zum Abtéten der lebenden Bakterien, aber nicht zur 
Vernichtung der Sporen. Zu einzelnen Proben wurde eine Rohrzucke: 
nihrlésung zugegeben. Nach 2 Tagen waren unter dem Mikroskoy 
zahlreiche Stabchen zu beobachten. 


Auch Zugabe von desinfizierenden Mitteln (Chloroform und 
Formalin) in schwachen Konzentrationen konnte die Starkehydrolys 
nicht beeintrichtigen, da die Infektion bereits in der Lésung ent 
halten war. 


Dieses Ergebnis erscheint besonders bemerkenswert, als es im 
Zusammenhang mit den gleich zu besprechenden Versuchen darauf 
hinweist, wie ungeniigend es ist, die Bakterientatigkeit durch Zusatz 
von Desinfektionsmitteln unterbinden zu wollen. Haehn setzt seinen 
Proben Jodoform zur Unterdriickung der Bakterienflora hinzu. Nach 
dem eben genannten Befunde diirfte diese MaBnahme nicht ausreichen 
um Sterilitat zu sichern. 


Um mit Sicherheit eine Abtétung simtlicher Lebewesen zu erreichen 
wurden in einer weiteren Versuchsreihe die bereits mit der Reaktions 
fliissigkeit gefiillten Flaschchen 3 Tage je 2 Stunden in strémendem 
Wasserdampf sterilisiert. Diese sterilisierten Proben zeigten niemals 
trotz vielfacher Wiederholung — auch nur die Andeutung eines Abbaues 
selbst dann nicht, wenn die Proben iiber das Ubliche hinaus fiinfmal 
24 Stunden stehenblieben. Diese Versuche erscheinen uns von besonderer 
Wichtigkeit ; sie beweisen nach unserer Meinung ganz eindeutig, daB bei 
einwandfreiem, sterilem Arbeiten ein Starkeabbau durch kiinstliche 
amylasefreie Salz-, Aminosaure- oder Peptongemische in keinem Falle 
zu erreichen ist. Diese Versuche erklaren die Erscheinungen des regel- 
losen Abbaues, die durch nicht sterile Lésungen hervorgerufen werden 
durch die Tatigkeit von Mikroorganismen. 


Zur Demonstration fiihren wir einige Proben aus unseren mit stets 
demselben Resultat ausgefiihrten Versuchsreihen an. 
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Zulkowsky-Starke + Pepton-Witte + Aminoséure + Salz. ¢ = 40° 














Nr Starke Salz + Aminosaure Pepton H,O Jodfarbung nach 
com com com ccm 48 Std. 96 Std 
1 0.5 0.2 1 8 blau blau 
2 0,5 0,2 l 5 s 2 
Zulkowsky-Starke + Aminoséure + Salz. ¢ 40°. 
Ne Starke Salz + Aminosaure H,O Jodfarbung nach 
ccm ccm ccm 48 Std 96 Std 
3 0.5 0,2 y blau blau 
4 0.5 02 = 2 
Kahlbaum-Starke + Pepton + Aminoséure — Salz. ¢ 40°. 
Nr Starke Aminosaure + Salz Pepton H,O Jodfarbung nach 
ccm com ccm com 48 Std 96 Std 
5 05 0.2 1 S blau blau 
6 0.5 0,2 1 5 7 2 
Kahlbaum-Starke ohne Pepton. ¢t = 40°. 
Ny Starke Salz + Aminosaure H,O Jodfarbung nach 
rT 
com com ccm 48 Std 96 Std 
: "opr 
i 05 0,2 9 blau blau 
8 05 0.2 i) = ne Te 
i) 0,5 1 8 - 
10 O5 1 S . 


Es wurde von uns weiterhin der Versuch gemacht, die Bakterien- 
gattung zu isolieren, welche den Abbau der Starke bis zur Maltose 
hervorruft. Zu diesem Zwecke wurde ein fester Nahrboden (nahrsalz- 


haltige Zuckerlésung + 10°, Gelatine) hergestellt und auf kleine 
Flaschchen verteilt. Diese wurden nunmehr nach mehrmaligem 


Sterilisieren mit einigen Tropfen einer abgebauten Starkelésung, welche 
also die gesuchten Bakterien enthalten mubte, geimpft, der Inhalt 
in Petrischalen gegossen und sich selbst tiberlassen. Nach 3 bis 5 Tagen 
war die Entwicklung von drei verschiedenen Kolonien zu beobachten, 
und zwar 1. einer Schimmelpilz-, 2. einer Oidiumart, 3. einer un- 
definierbaren weiBben Kolonie. Diese drei Mikroorganismen wurden 
auf ihre hydrolytische Wirkung Starke gegeniiber gepriift. Die Versuche 
wurden in der Weise ausgefiihrt, daB Flaschen mit einer Salz-Pepton- 
Stairkelésung nach dreimaligem Sterilisieren mit je einer der drei 
Bakterienarten geimpft und hierauf der Temperatur von 40° unter- 
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worfen wurden, d. h. der Temperatur der maximalen Wirkung de; 
gesuchten Bakterien. War eine der drei Bakterienarten die gesucht« 
so durfte in den betreffenden Flaschen nach 2 bis 3 Tagen keine Stark: 
mehr enthalten sein. Leider fielen die Versuche mit allen drei Bakterie: 
arten negativ aus, d. h. es fand in keinem Falle ein Abbau statt. Di 
isolierten Bakterien waren also nicht die, welche den Stiarkeabbay 
herbeifiihrten. 

Der negative Ausfall der Versuche war wohl auf die ungiinstig: 
Wahl des Nahrbodens zuriickzufiihren. Bei den nun folgenden Ver 
suchen wurde als Nahrboden anstatt der Zuckergelatinelésung eine 
Peptongelatinelésung gewahlt. Hierbei wurde von der Voraussetzung 
ausgegangen, da} der starkeabbauende Bazillus, der ja im Pepton Witt 
reichlich vorkommt, sich auch in einer Peptonlésung am besten ent 
wickeln wiirde. Die Versuche wurden sonst wie oben angegeben aus 
gefiihrt. Es wurden Kolonien erhalten 1. einer Hefeart, 2. eines 
Schimmelpilzes. 

Die nun folgenden Abbauversuche zeigten folgendes Bild: 





Stirkes n/10 


Nac ?!°/oif H,O Schimmel- Hefes Jodfarbung nach 


lésung as pera Mi isa 
- com ccm com com es gattung 24 Std. 2 24 Std. 3X 24 Std 
1 2.5 1 1 45.5 + - blau _—rotviolett rot 
2 2.5 2 2 43.5 — — x blauviolett blauviolett 
3 25 3 8 *| 415 — - e blau blau 
4 2.5 4 4 39.5 — a cs e - 
5 2.5 5 5 37.5 - - “i a a 


Aus der Tabelle geht hervor, daBb die nicht infizierte Kontroll- 
probe (5), wie zu erwarten, unverandert geblieben war. Die mit der 
Hefegattung geimpften Proben zeigten ebenfalls keine Spur von Starke- 
abbau; die mit dem Schimmelpilz geimpften Proben reagierten mit 
J rot bis rotviolett, zeigten also einen partiellen Abbau. 

In spiter angestellten Versuchen konnten dann noch andere 
Bakterienarten festgestellt werden, die ebenfalls als Ursache des Abbaues 
in den positiv verlaufenden Proben anzusprechen sind. 

Es wurden nach Haehns Vorschrift Proben mit Pepton-, Amino- 
siiure- und Salzlésung angesetzt und als Wasser das Wasser aus der 
Leitung benutzt. In den fiinf Ansitzen — mit verschiedenen Mengen 
von Pepton, Aminosiure und Salz — wurde stets Abbau bis zur Rot- 
braunfarbung beobachtet. Die Lésungen reduzierten stets Fehlingsche 
Lésung. Die mikroskopische Priifung ergab das Vorhandensein von 
Pediokokken und Sarcinen. 

Wenige Tropfen dieser sarcinhaltigen abgebauten Loésungen ge- 
niigten nun, um Lésungen von steriler Starke innerhalb 48 Stunden 




















Salzhydrolyse der Starke. 459 


vollstandig abzubauen, ebenso natiirlich Starke-Salz-, oder Starke- 
Aminosauregemische. Stets war unter dem Mikroskop eine massen- 
hafte Vermehrung der Sarcinen in den geimpften Proben nachzuweisen. 


Zusammenfassung, 


Versuche, Starke mit Hilfe von Salz-, Aminosiure- und Pepton- 
jésungen und deren Gemischen nach dem Vorgang von Haehn und 
Biedermann abzubauen, fiihrten im allgemeinen zu einem negativen 
fesultat. Nur in seltenen Fillen trat Abbau ein. 

Wurden die Versuche einwandfrei steril durchgefiihrt, so war 
niemals ein Abbau zu erreichen. 


Die wenigen positiv verlaufenden Versuche der nicht sterilen 
Lésungen sind auf eine Infektion zuriickzufiihren. 

Es gelang, eine Sarcinenart und einen unbekannten, Starke bis zum 
Dextrin abbauenden Pediokokkus aus Pepton Wifte zu isolieren. 











Uber die Wirkung des Glykokolls auf den Blutzucker. 


Von 
G. Paaseh. 
(Aus der medizinischen Klinik in Wiirzburg.) 


(Eingegangen am 19. April 1928.) 


Kolisch (1) scheint als erster die Aufmerksamkeit darauf gelenkt 
zu haben, daB es unméglich ist, die Zuckermehrausscheidung — Extra- 
zucker — nach Verabreichung von Eiwei® allein durch intermediire 
Bildung von Glucose aus Protein zu erklaren. Er nimmt deshalb an, 
daB das EiweiB dadurch zu einer vermehrten oder wenigstens nicht 
zum Extrazucker in Relation zu stellenden Zuckermehrausscheidung 
fiihrt, daB das Protein oder seine Spaltprodukte irgend einé Reizung 
auf den Kohlehydratstoffwechsel ausiiben. Dahingestellt sein laBt er 
dabei, wie und wo man sich diese Reize zustandegekommen denken 
kann; einmal spricht er von der Reizwirkung des zerfallenen Eiweib- 
molekiils auf das Zellprotoplasma, welche die Abspaltung des Zuckers 
verursache. Es ist tatsachlich eine nicht zu iibersehende Tatsache, 
daB, wenn man alle diesbeziiglichen, nach den Mitteilungen auch 
technisch einwandfreien Versuche durchsieht, ein MiBverhaltnis zwischen 
ausgeschiedenem Zucker und Stickstoff besteht. Dabei ist auBerdem 
zu beriicksichtigen, daB der ausgeschiedene Stickstoff durchaus nicht aus 
dem zugefiihrten Protein entstanden zu sein braucht. So fand Bang (2) 
ja auch noch eine wesentliche Erhéhung des abiureten Stickstoffs im 
Blute lange Zeit nach der Verfiitterung, einmal sogar nach 36 Stunden. 
Auch von Noorden \ehnt in seiner ersten Zusammenfassung iiber die 
Zuckerharnruhr ab, daB eine quantitative Bewertung des Eiweibes 
auf die Zuckerbildung nach dem vorliegenden Tatsachenmaterial 
méglich ist. Er steht noch immer wie friiher auf dem Standpunkt, daB 
man neben der unmittelbaren Zuckerbildung aus Eiweifmaterial nicht 
zu verkennen hat, dab die EiweiBkérper oder ihre Spaltprodukte, 
wobei er nach den derzeitigen Anschauungen tiber den chemischen 
Abbau der Proteine an die Aminosdiuren denkt, auch zu einer Erreg- 
barkeitssteigerung der zuckerbildenden Prozesse wohl in der Leber 
selbst vor allem fiihren. Nach seiner Ansicht besitzen die Eiweibkérper 
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ind ihre Spaltprodukte eine besondere Reizkraft, die sich nach der 
eweiligen Stoffwechsellage der Leberzellen und wohl auch noch mit- 
bestimmt durch die Quantitét und Qualitét der Begleitkost ver- 
schieden stark auswirken kann. Fiir diese Annahme spricht nach 
klinischen Erfahrungen die Tatsache, daB man einen ganz verschiedenen 
KinfluB des EiweiBes auf die Zuckerbildung findet. Aus diesem Grunde 
wurde ja seit langem der Ausdruck der Eiweibiiberempfindlichkeit 
gepragt. Auch nach den vielen neueren Forschungen, die die Insulin- 
entdeckung anregte, darf man wohl jetzt schon sagen, dab es sich 
bei der Zuckerkrankheit nicht immer nur um eine einfache Stérung 
des Leber- und Pankreassystems handelt, sondern da noch andere 
Tatsachen maBgebend sein miissen, vielleicht Abhangigkeit von den 
iibrigen Inkreten, vor allem aber auch dem Nervensystem. Zu der 
Annahme einer besonderen Reizwirkung des Ejiweibes und_ seiner 
Spaltprodukte kam man andrerseits ja auch bei den Forschungen 
iiber das Zustandekommen der spezifisch-dynamischen EiweiSwirkung. 

Nach den ersten Untersuchungen iiber dieses Thema hatte Lusk (3) 
angenommen, daB die Reizwirkung der Proteine direkt abhangig sei 
von ihrem entsprechenden Gehalt an wirksamen Aminosauren, z. B. 
Glykokoll. 

Diese Annahme hat sich nach den spiteren Untersuchungen be- 
kanntlich in dieser scharfen Formulierung nicht halten lassen. Rein- 
wein (4) weist nach seinen negativen Versuchsergebnissen mit Glykokoll 
auf das Zustandekommen des Sauerstoffmehrverbrauchs und Kohle- 
hydratbildung in den iiberlebenden Leberzellen darauf hin, dal diese 
Tatsache, d.h. also die fehlende Zuckerbildung und Vermehrung der 
Sauerstoffzehrung dagegen spricht, daB man dieses Phinomen der 
spezifisch-dynamischen EiweiSwirkung lediglich durch Anderung im 
intermediiren Kohlehydratstoffwechsel erklaren kann. 

Nun ist weiterhin die Tatsache, daB aus Glykokoll durch inter- 
mediire Vorgiinge Glucose entsteht, nach den vorliegenden Angaben 
der Literatur doch nicht ohne weiteres als definitiv entschieden an- 
zusehen. Lusk (|. c.) fand wohl nach Verabreichung von 20 g Glykokoll 
beim phlorrhizin-diabetischen Hunde eine Zuckermehrausscheidung 
von 15g. Glykolsdiure und Glyoxal bilden nach den Untersuchungen 
von Greenwald (5) keinen Zucker. Nach Untersuchungen von W ood yatt 
und Samsun (6) soll zwar aus Glykolaldehyd Zucker gebildet werden. 
Eine wirkliche Priifung ist aber wegen der Giftigkeit dieses Aldehyds 
im Tierversuch nicht méglich. Dakin (7) weist in seiner Monographie 
darauf hin, daB die widersprechenden Tatsachen tiber die Zucker- 
bildung aus Glykokoll dadurch erklirt werden kénnten, dab das 
Glykokoll in gréBeren Dosen eine Reizung verursache, so dah aus 
vielleicht anderen Aminosauren tiberhaupt der Zucker gebildet wiirde. 
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Zu der Annahme einer besonderen Reizwirkung des Glykokolls kommt 
auch Folke Nord (8) auf Grund seiner Untersuchungen iiber den Einflu() 
des Glykokolls auf den Blutzucker. Er sah nach Gaben von 1 bis 3 ¢ 
pro Kilogramm Korpergewicht sowohl nach intravenéser wie subkutane: 
Verabreichung bei Kaninchen eine starke Hyperglykimie, die aus 
einer Umwandlung der Aminosaure in Zucker kaum zu erklaren ist 
Der EinfluB des Nervensystems auf die Zuckerbildung und -ausscheidung 
ist ja seit langem aus den klassischen Versuchen von Claude Bernar/| 
erwiesen. Die Untersuchungen von Eppinger und Asher andererseits 
zeigten, dab die Driisen mit innerer Sekretion gerade in Beziehuny 
zum Kohlehydratstoffwechsel in reichlichen Wechselbeziehungen zu. 
einander stehen. Es wirkt demnach also auch Uberfunktion des chrom 
affinen Systems analog der Unterfunktion der Bauchspeicheldriise 
Die jeweilige Tatigkeit dieser Organe wird ihrerseits wieder vom Nerven 
system durch Uberleitung durch das vegetative Nervensystem geregelt 
Pollak (9) fand schon, daB eine Reihe von Substanzen, vor allem auch 
Ketosiuren dem Adrenalin entsprechend wirken. Auch er fand nach 
subkutaner Injektion kleiner Mengen von Glykokoll, Alanin und aspara 
ginsaurem Natrium einen deutlichen Anstieg der Blutzuckerkonzen. 
tration. Durch die Ergebnisse von Folke Nord wire die chemisch sehr 
schwer deutbare Tatsache aus den Versuchen von Lusk, dab nach 
Einverleibung von 20 g Glykokoll 15 g Extrazucker entstehen, dadurch 
erklarbar, dab dieses Eiweibspaltprodukt durch Reizwirkung zu Abgabe 
von Zucker aus vielleicht ganz anderen Substanzen fiihrt. Auch Plaut (10 
und Mitarbeiter nehmen von den Aminosauren eine besondere Reiz 
wirkung an. Darin wiirden sie also mit Folke Nord iibereinstimmen 
nun stimmen aber ihre Untersuchungsergebnisse, vorausgesetzt, dali 
man sich die Reizwirkung ausgedriickt vorstellen kann, sowohl in 
Erhéhung des Stoffwechsels als auch in einer Steigerung des Blut 
zuckers zu denen des schwedischen Autors insofern nicht itiberein, als 
Glykokoll nur nach Zufuhr vom Darm beim Hunde eine Stoffwechsel- 
steigerung verursacht, eine solche aber nach intravendser Zufuhr 
vermiBt wird. Es erschien daher wiinschenswert, die Untersuchung 
von Folke Nord und indirekt auch die von Plaut-Liebeschiitz nachzu 
priifen und zu erweitern, da der schwedische Autor nur an Kaninchen 
Plaut nur mit Hunden arbeitete. Die Blutzuckerbestimmung geschalh 
nach Hagedorn-Jensen (11). Ich bin von der urspriinglichen Method 
nur insofern abgewichen, als ich das Blut durch Aufsaugen an Platt 
chen entnahm. Diese Art der Untersuchungstechnik ist vor allem 
bei Serienversuchen viel leichter zu handhaben. Ich habe mich natiirlich 
vorher davon iiberzeugt, dab beide Arten der Blutentnahme gut tiber 
einstimmende Werte ergaben. Die Kaninchen und Hunde waren vor 
dem eigentlichen Versuch mindestens 36 Stunden in dem Zimmer, in 
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dem die Blutentnahme und Zuckerbestimmung erfolgte. 12 Stunden 
vor dem Versuch waren die Tiere niichtern. Da mit der Méglichkeit 
zu rechnen war, dal} die Ernaihrung auch fiir den Ausfall der Versuchs- 
ergebnisse mabgebend sein kénnte, habe ich in einigen Kontrollunter- 
suchungen, vor allem bei Hunden eine gewisse Mastfiitterung voraus- 
geschickt. 

Aus beifolgenden Protokollen sind meine Untersuchungsergebnisse 
zu ersehen. Das erste Protokoll zeigt, da die Versuchstechnik, d. h 
Entnahme durch Plattchen oder mit Pipetten gut tibereinstimmende 
Werte gibt. Es geht auch daraus hervor, dab bei den Tieren durch 
die Blutentnahme und die dabei verbundene Schreckeinwirkung eine 
wesentliche Anderung der Blutzuckerkurve sich nicht fand. Jedem 
eigentlichen Versuch schickte ich eine Aufstellung der Normalblut- 
zuckerkurve voraus. Alle die Tiere, die eine wesentliche Schwankung 
des Blutzuckergehalts im Verlauf der Voruntersuchung zeigten, wurden 
von den eigentlichen Versuchen von vornherein ausgeschlossen. Das 
Glykokoll wurde in 10°, iger, bei den groBen Dosen in 20° iger Lésung 
verabreicht. 

Tabelle I. 


Kaninchen, 2.3 kg schwer, 12 Stunden niightern. 











Mit Mit \ Mit Mit 
Plattchen Pipette Plattchen Pipette 
bestimmt bestimmt bestimmt bestimmt 
0.090 0.088 Nach 2 Std... ; 0.100 0.100 
Nach 1/, Std. . . 0,103 0.101 ae mre ; 0,099 0.088 
a Se 0,107 0.110 a (ee 0,082 0.084 
‘ —_ 0,098 0,094 
Hund, 3 kg schwer, 12 Stunden niichtern. 
Mit Mit Mit Mit 
Plattchen Pipette Plattchen Pipette 
bestimmt bestimmt bestimmt bestimmt 
0,082 0.086 Nach 1 Std.. 0,078 0,079 
Nach '), Std. . . 0,107 0,109 rae (er 0,083 0,086 
a 0,083 0,086 = BE AD ad 0.081 0.078 


Tabelle 11. 
Glykokollverabreichung an Kaninchen, 2,9 kg schwer. 1 g Glykokoll 
pro Kilogramm Kérpergewicht subkutan. 








Kontrolle Kontrolle 
mit mit 
Versuch physiol. Versuch physiol 
Kochsalzs Kochsalz- 
losung lésuny 
Niichtern. . . . 0,085 0,030 Nach 1 Std. . 0,096 0,099 
Nach ¥/, Std. . 0,081 0,085 ou? 0,100 0,093 
Hs ae a 0.110 0.080 ~ ie 0.091 0.088 
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(;lykokollverabreichung an Kaninchen, 2,3kg schwer 


pro Kilogramm Kérpergewicht. 


2g Glykokoll 





Satiatne gly, mente tr, 
Finverleibung Kochsalzlésung Finverleibung Kochsalzlésur 
Niichtern 0,097 0,088 0,114 0,105 
Nach 1/, Std. . 0,106 0,092 0,124 0,112 
a 3 0,109 0,090 0,120 0,097 
- « 0,102 0111 0,101 0.110 
ic 3 0,102 0,092 0,120 0,105 
- Sis 0,093 0.089 0.097 0.107 


Glykokollverabreichung an Kaninchen, 3 kg schwer. 
pro Kilogramm Kérpergewicht. 


3g Glykokoll 








Kontrolle 
Subkutane mit 
Ein. physiol. 
verleibung Kochsalz- 
lésung 
Niichtern . 0,082 0,087 Nach 2 Std. . 
Nach 1/, Std. 0,095 0,096 » oO 
= 0,110 0.107 w « 
1 


Kontrolle 
Subkutane mit 
ins bysiol 
verleibung Kochsalz- 
lésung 
0.093 0.090 
0,076 0.087 
0.096 0,096 


Glyk¢kollverabreichung an Kaninchen, 1,8kg schwer. 4g Glykokoll 


pro Kilogramm Kérpergewicht 





Kontrolle 
Subkutane mit 
Ein. physiol. 
verleibung Kochsalz- 
lésung 
Nichtern . 0,091 0,093 Nach 2 Std.. 
Nach 1! Std. 0,095 0,096 5 
_ 0,100 0.103 oe 





Vorherige reichliche Ernahrung. 


Glykokollverabreichung an Kaninchen, 2,3 kg schwe1 
pro Kilogramm Kérpergewicht. 


Kontrolle 
Subkutane mit 

Ein. physiol. 

verleibung Kochsalz- 
losung 

0.098 verschiittet 
0,078 0.076 
0.076 0.079 


. 4g Glykokoll 








Kontrolle 
Subkutane mit 
Ein- physiol. 
verleibung Kochsalz- 
losung 
Niichtern . 0,103 0111 Nach 3 Std. . 
Nach M/s Std. 0,124 0,127 - aS 
re os 0,100 0,120 a 
~ Pe Sa 0,103 0.115 





Kontrolle 
Subkutane mit 
Eins physiol. 
verleibung Kochsalz- 
losung 
0.111 0,097 
0.108 0.095 
0,091 0,086 
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4g Glykokoll pro Kilogramm Kérpergewicht. 





Intra. 
venose 
Ein: 
verleibunyg 


0.096 
0,113 
0,103 
0.115 


Niichtern . 
Nach !/, Std. 


tO mr 


[. 4.5 kg schwerer Hund. 


Kontrolle 
mit 
physiol. 
Kochsalz- 
lésung 
0,112 Nach 3 Std. . 
0.120 — 2 
0.107 a 5 
0.096 


s 





Hundeversuche. 


Intra- 
venose 
Ein- 
verleibung 


0.094 
0.085 
0.078 


Kontrolle 
mit 
hysio! 
Kochsalz- 
losun, 


0.100 
0.089 


0.084 


3g Glykokoll pro Kilogramm Kérpergewicht. 





Subkutane 
Ein- 

verleibung 
Niichtern . 0,082 
Nach 3), Std. 0,107 
7 si 0.087 
ie = 0.075 


Il. 3.9 kg schwerer Hund. 


Kontrolle 
mit 
physiol. 
Kochsalz- 
lésung 


0,072 Nach 3 Std. . 
0.082 - 
0,086 ae 
0.087 





Subkutane 
Eins 
verleibung 


0.078 
0.081 
0,096 


Kontrolle 
mit 
physiol 
Kochsalz- 
losuny 


0.085 
0.078 
0.090 


4g Glykokoll pro Kilogramm Koérvergewicht. 





Intras 
venose 
bin 
verleibung 


Niichtern . 0.076 
Nach ', Std. 0.113 
” os 0,120 


Versuch an demselben 


Fleisch, Milech und 





Kontrolle 

0,089 Nach 2 Std.. 
0.084 fe . 
0.096 “a . = 


reichlicher 
Brot. 


Hunde nach 


Intras 
venése 
Eins 
verleibuny 


0.098 
0.081 


0.074 


Kontrolle 


O.1L00 
0.084 
0.086 


Fiitterung mit 


4g Glykokoll pro Kilogramm Koérpergewicht. 





Intra. 
venose 
Ein: 
verleibung 


0,117 
0,127 
0117 


Nichtern . 
Nach ! 2 Std. 
- os 





Kontrolle 

0.098 Nach 2 Std.. 
0,102 eo: 

0.095 “cr ° 


Intras 
venose 
Eins 
verleibung 


0,092 
0.110 
0.105 


Kontrolle 


0.085 
0,112 
0.120 


Bei dem letzten Hunde traten nach 8 Stunden Krampferscheinungen 


auf. 


Der Blutzucker betrug 0,071. 
waren nach Wassertrinken sofort verschwunden. 


Die Krankheitserscheinungen 
Auch bei Folke Nord 


findet sich in seiner dritten Tabelle die Angabe, das nach Einverleibung 
von 3g Glykokoll bei einem Kaninchen nach 41, Stunden Krimpfe 


auftraten. 


Der Blutzucker scheint wahrend dieser Erscheinung nicht 
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bestimmt worden zu sein. Eine halbe Stunde vorher betrug er 0,18¢ 
1 Stunde spater 0.094. Von eigentlichen hypoglykiimischen FE: 
scheinungen kann man daher weder bei den Versuchen von Folke Nor 
noch mir sprechen. 

Ich habe demnach so starke Blutzuckersteigerungen, wie sie dey 
schwedische Autor fand, niemals gesehen. Allerdings fallt auch in 
seinen Protokollen auf, daB verschiedentlich dieselbe Dosis einma! 
eine Hyperglykimie (nach 1'. Stunde 0,178) verursachte, wahrend 
bei derselben Menge und derselben Verabreichungsform der Blut 
zuckergehalt bei anderen praktisch unverindert blieb. In einigen 
Versuchen von mir fand sich in der ersten Zeit nach der Verabreichung 
manchmal ein ganz geringer Blutzuckeranstieg. Wenn er auch nu 
gering ist, méchte ich doch diese Steigerung, eben weil ich nur voll 
kommene Untersuchungsresultate bewertete, als eine gewisse Alteration 
der Blutzuckerregulation auffassen. Sicherlich besteht bei Versuch 
Hund Nr. 2 eine deutliche Hyperglykimie auf Glykokollverabreichung 
Dahingestellt sein lassen méchte ich es aber, ob diese Beeinflussung 
durch die Wirkung der Aminosiure zustande kam, oder ob die 
Lésung als solche nicht doch eine Schmerzhyperglykaimie ausliste 
Aus meinen Versuchen geht hervor, daB ein Unterschied der Glykokoll- 
einwirkung bei Hunden und Kaninchen nicht besteht. Urspriinglich 
bestand die Absicht. falls wirklich eine nennenswerte Blutzucker- 
erhéhung beobachtet werden konnte, diese Hyperglykimie durch 
Narkotica wie Chloralhydrat und vor allem Ergotamin zu unterdriicken 
zu versuchen, um einen Einblick zu gewinnen, auf welchem Wege 
diese Hyperglykimie zustande kommt. Da eine wesentliche Anderung 
der Blutzuckerkonzentration nicht eintrat, nahm ich vor allem aus 
Riicksicht auf das immerhin recht teure Versuchsmaterial hiervon 
Abstand. Der von Folke Nord vorgeschlagenen Deutung, daB bei dem 
Zustandekommen der Eiweibiiberempfindlichkeit vor allem die Reiz- 
wirkung der Aminosauren, in meinem Falle des Glykokolls, auf das 
sympathische Nervensystem maBgebend sein kénnte, kann ich mich 
nach meinen Versuchen nicht anschlieBen. 
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Radiometrische Mikroanalyse. V. 


Von 
Rudolf, Ehrenberg. 
(Aus dem physiologischen Institut Géttingen.) 
(Eingegangen am 20, April 1928.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 
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I. Allgemeines. 

Wie in den friiheren Mitteilungen! ausgefiihrt wurde, basiert die 
Methode auf dem Prinzip, die analytischen Reaktionen in eine Fallung 
ausmiinden zu lassen, bei der ein mitgefilltes radioaktives Element 
Thorium B als Indikator dient. Bestimmt wird am Elektrometer 
die £-Strahlung im aliquoten Teile des Reaktionsvolumens nach Ab- 
zentrifugieren der Fallung. Stérende Mitfallungen anderer als der 
jeweils erfragten Ionen kénnen dadurch ausgeschlossen werden, dab 
das Reaktionsvolumen durch Hinzufiigung einer definierten Lésung 
des erfragten lons iiber die Léslichkeitsgrenze der anderen Reaktions- 
produkte gebracht wird 

Von weiteren Allgemeinverbesserungen der Methodik ist folgendes 
zu berichten: 

1. Da die entstehenden Niederschlage in den meisten Fallen weder 
weiterverarbeitet werden noch zur Wagung gelangen, es also auf ihre 
Menge nicht ankommt, ist es angiingig, das Reaktionsprodukt vor 
der Fiallung in Substanz zuzusetzen. Man erreicht so ein promptes 


1 Diese Zeitschr. 164, 183, 1925; 172, 10, 1926; 188, 63 u. 68, 1927; 
Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 56, 466. 
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und quantitatives Ausfallen auch geringster Mengen der Analyse: 
substanz. 

2. In vielen Fallen ist es angenehm, als letzte Fallung des eigent 
lichen Analysenganges eine Bleifallung anzusetzen und die radiometrisc ly 
Bestimmung als Bleianalyse im aliquoten Teile des Reaktionsvolumens 
anzuschlieben. Man gewinnt damit die Méglichkeit, mehrere Analysen 
reihen in einer radiometrischen Bestimmung zusammenzufassen. Dix 
Bleianalyse geschieht in der Weise, da} ein Volumen einer thorium 
haltigen, definierten gewohnlich n/1000 — Bleinitratlésung den 
aliquoten Loésungsteil zugefiigt und nach Durchmischung mit dem 
gleichen Volumen einer Aquivalenten bleifallenden Lésung versetzi 
wird. Da sich das radioaktive Isotop im Verhaltnis des Bleies auf 
Niederschlag und Loésung verteilt, ist die restierende Strahlung der 
Lésung dem Bleigehalt der Analysenlésung proportional. Man braucht 
dabei die Bleiwerte selbst gar nicht zu ermitteln, sondern bekommt 
aus den Aktivitatswerten der Eichungs- und der eigentlichen Analysen 
unmittelbar die Tabelle (Kurve) zur Ermittelung der Analysensubstanz 

Als geeignetste Fallung zur abschlieBenden radiometrischen Blei- 
bestimmung hat sich die als Bleichromat bewahrt, wobei es sich emp 
fiehlt, der fillenden n/1000 Kaliumchromatlésung etwas Kochsalz 
zuzufiigen, die Fallung erfolgt dann gehr gut und gleichmaBig, wie 
vielfache Parallelbestimmungen gezeigt haben. 

So wird, wie andernorts beschrieben, die Stickstoffbestimmung 
in der Weise ausgefiihrt, das das im Quarzapparat destillierte Ammoniak 
in einem mit 5 cem n/1000 Pb(NO,), (nicht aktiv) beschickten 10-cem 
Kélbchen aufgefangen wird. Nach Auffiillung auf 10cem und Ab- 
zentrifugieren des Bleihydroxyds wird die radiometrische Bestimmung 
in der Weise angeschlossen, dab zu 1 cem der Lésung 0,5 ccm thorium- 
haltiger n/L000 Pb(NO,), und 0,5 ccm n/1000 Kaliumchromat gegeben 
wird, anschlieBend Zentrifugieren und Aktivititsbestimmung in 1 ccm 
Geeicht wird in Parallelansitzen mit Destillation aus n/1000 NH,C! 
dergestalt, dab die gefragten Werte von den Chlorammoniumwerten 
eingegabelt werden. 

In gleicher Weise wird jetzt auch die in Mitteilung [IV beschriebene 
Dispersititsanalyse mittels Adsorptionsbestimmung der aus dem 
kolloidalen Material in Pottasche hergestellten Kohle durchgefiihrt. 
2 mg der Kohle werden in 2 ccm n/1000 Pb(N Q,), (unaktiv) geschiittelt, 
abzentrifugiert, zu je 1 ecm der Lésung je 0.5 ccm aktivierte Blei- sowie 
Chromatlésung zugefiigt. 

In Versuchen an 10° .iger Gelatinelésung ergab sich mit dieser 
Methode wiederum eine Abhangigkeit der Kohlenadsorption von der 
thermischen Vorbehandlung der Gelatinelésung nach Temperatur und 


Zeitdauer, z. B.: 
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Tabelle I. 
Temperatur Aktivitat Temperatur Einwirkung Aktivitat 
100° 7,605 100° 5’ 1,79 
90 7,252 15 4.33 
90 7,268 30 4.65 
70 6,084 60 5,30 
70 6,070 75 5 1,39 
50 5,672 15 5,02 
40 3,474 30 6,67 
40 3,537 60 4.41 
DO 5 1,64 
30 6,63 
0 96 
1. | 1} | 
inb——apla-——-f 
_ <4 ——_>}<—— 48 — + 
—_ 
220Vvolt - TS 
: Erde 
6 
a 
: Pa 
MN r 
os Lay 
= ~ 
‘oJ ae | 
Ss an | 
Abb. 1. 


3 Kine wesentliche Verbesserung der Methodik brachte die Ver- 
wendung eines empfindlicheren und konstanteren Elektrometers. Es 
ist ein Einfadenelektrometer nach Pohl, das in der auf der Skizze 
ersichtlichen Weise fiir die Zwecke der Methode adaptiert wurde; 
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den Herren Professoren J. Franck und R. Pohl bin ich fiir ihre Unter 
stiitzung dabei zu grobem Dank verpflichtet. | Konstruktion und 
Schaltung des Instruments ergibt sich aus der Abbildung, die Auf 
ladung geschieht mit Anodenbatterien. Die gegeniiber dem bisher ver 
wendeten Instrument etwa 50fach gesteigerte Empfindlichkeit hat 
neben der Verfeinerung der Analyse noch den Vorzug, die Bestimmungs 
dauer wesentlich abzukiirzen, so daB vielfach die zeitliche Abnahme 
der Aktivitat neben den Analysenunterschieden vernachlassigt werden 
kann und die ganze Analyse abgekiirzt wird 


II. Eisenbestimmuneg. 


Die radiometrische Eisenbestimmung geschieht nach der fiir das 
Calcium friiher beschriebenen Methode der Mitfillung der aktiven 
Substanz mit dem fallenden Eisen. Als zweckmabBig erwies sich die 
Chromatfallung: zu 10cem einer etwa m/10 Kaliumchromatlésung 
wird ein Tropfen Eisessig zugesetzt und das thoriumbeladene Platinblech 
eingelegt. Mit der solcherart aktivierten Lésung wird das Eisen aus 
neutraler Lésung, die Eisenmengen um 5 mg/1000 enthalt, gefallt 
Bei den Versuchen einer Bestimmungsreihe, einschlieBlich der Eichungs- 
bestimmungen, muB das Reaktionsvolumen in allen Bestimmungen 
gleich sein.’ In dem, nachstehenden Beispiel betrug das Reaktions- 
volumen 1,5 cem, wovon 0,5 aktiviertes Chromat (s. Tabelle II). 





Tabelle II. 

Fe in mg/1000 Aktivitat Fe in mg/1000 Aktivitat Fe in mg 1000 Aktivitat 

0,0 | 6340 13,8 1450 18.4 835 

9,2 | 2920 1409 870 
2820 | an) 1565 ; 1460 950 | go¢ 
3150 (9019 1540 | 795 { 

3170 1380 777 

730 








Da bei gréBerem Eisengehalt die Kurve der Aktivitaten zu den 
Eisenmengen — gleichwie bei der analogen Calciumbestimmung 
nicht mehr geradlinig verlauft, empfiehlt es sich, die Bestimmung im 
Bereich der niedrigeren Eisenwerte durchzufiihren. 


Ill. Kaliumbestimmung. 


Fiir die Zwecke der Kaliumbestimmung wurde die Permanganat- 
titration radiometrisch ausgearbeitet. Allgemein geschieht diese radio- 
metrische Oxydimetrie so, daB nach Verbrauch des restierenden Per- 
manganats durch einen Uberschu8 von Oxalat das nichtverbrauchte 
Oxalat durch Blei oder durch Calcium gefallt wird. Im Falle der Blei- 
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fallung wird eine definierte Lésung verwendet und der restierende 
Bleigehalt wie beschrieben ermittelt, die Calciumfallung geschieht mit 
einer konzentrierten, radioaktiv infizierten CaCl,-Lésung. 

Die Kaliumbestimmung wird in Anlehnung an die bekannte Mikro- 
methode von Kramer und Tisdall von dem Kobaltnitritniederschlag 
aus vorgenommen. Das Kobaltnitritreagenz mub vor der Kalium- 
fallung zentrifugiert werden, gefallt wird in einem Kaliummengen- 
bereich zwischen 5 und 15 mg/1000. der Fiallungsansatz muBb einige 
Stunden gegen Ammoniak geschiitzt stehen. Ansatz, Auswaschen 
des zentrifugierten Niederschlags und Weiterbehandlung erfolgen 
in einem auf 3cem graduierten, kapillar endigenden Zentrifugen- 
rohrchen. Ein Abblasen der Waschfliissigkeit ist nicht notwendig, 
da der Niederschlag in der Kapillare festsitzt, man labt das Wasch- 
wasser aus einer Pipette so einlaufen, daB eine kleine Luftblase als 
Riihrer wirkt und den in der Kapillare oberhalb des Niederschlags 
befindlichen Rest der Fallungslésung entfernt. Bei dieser Methode 
kommt man mit sechsmaligem Erneuern des Waschwassers aus, ohne 
zwischendurch zentrifugieren zu miissen. Erforderlich ist es, eine Reihe 
von Parallelansatzen jeder Fallung — in der Regel vier — vorzunehmen, 
da auf dem langeren Analysenwege immer einige Bedtimmungen milb- 
gliicken. Geeicht wird auf bekannte Kaliummengen, die Blei- bzw. 
Oxalatwerte braucht man nicht als solche zu ermitteln. 

Nach dem Plan der Methode war zu erwarten, dab bei steigendem 
Kaliumgehalt, entsprechendem Minderverbrauch von Oxalat durch 
das Permanganat mehr Blei bzw. Calcium gefallt und demgemab weniger 
Aktivitat erhalten bleiben wiirde. In einigen Bestimmungsreihen war 
das auch der Fall, in der Mehrzahl aber zeigte sich das umgekehrte 
Verhalten: mit steigenden Kaliummengen stieg der Aktivitatsrest, 
und zwar sowohl bei der Blei- wie der Calciumfallung als Abschlub. 
Worauf dieses Verhalten beruht, wurde bisher nicht ermittelt, ist aber 
fiir die Zwecke der Methode unwichtig, da die Proportionalitat zu 
dem Kaliumgehalt in jedem Falle vorhanden ist. 

Als Weiterbehandlung des ausgewaschenen Kaliumkobaltnitrit- 
niederschlags bewahrte sich das folgende Verfahren: 

Nach Zusatz von 0,5cem n/100 Kaliumpermanganat und 0,25 cem 
n/10 HCl wird der Niederschlag aus der Kapillare mit einer feinen Glas- 
kapillare aufgewirbelt, die Glaschen '/, bis '/, Stunde im siedenden Wasser- 
bad belassen, darauf ohne abzukiihlen 0,5ccm n/100 Natrium- oder 
Ammoniumoxalat zugefiigt, weiter erwarmt bis zur Farblosigkeit der 
Lésung, mit n/10 NaOH genau neutralisiert, 0,5cem n/100 Pb(NO,), 


zugesetzt, mit Wasser bis zur Marke — 3 ccm aufgefiillt und nach mehr- 


stiindigem Stehen zentrifugiert. Von der iiberstehenden Loésung wird 
leem mit 0,5cem aktivierter n/1000 Bleilésung und Chromat in der be- 


schriebenen Weise radiometrisch bestimmt. 


31° 
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Tabelle 111. 





Kaliumgehalt Aktivitaten 
my, 1000 1. 2. 3 
78 462 2250 462 
450 1869 450 
459 2005 459 
482 
11,7 536 
454 
582 
15,6 604 2390 
583 2353 
2388 
19.5 662 2565 674 
666 2519 690 
656 2618 604 
650 
656 
625 
666 
662 


IV. Formoltitration. 


Der Versuch, die van Slykesche Methode der Aminogruppen- 
bestimmung radiometrisch durchzufiihren — Differenz des Gesamt- 


stickstoffs und des restierenden nach Behandlung mit HNO, — fiihrte 
bisher nicht zu brauchbaren Resultaten, dagegen ist die Sdérensen sche 


Formoltitration radiometrisch einzurichten. Voraussetzung ist, dab 
die zu untersuchende Lésung neutral reagiert und nicht als solche das 
Blei in der Konzentration von n/1000 fallt. Die zu untersuchende 
Lésung wird mit neutralisierter Formollésung auf ein definiertes 
Volumen gebracht, zu aliquoten Teilen gleiche Volumina n/1000 NaOH 
und Pb(NO,), (unaktiv) sowie Bleihydroxyd in Substanz gefiigt. 
zentrifugiert und der Bleigehalt der Lésung mit Chromat radiometrisch 
bestimmt. Geeicht wird mit der definierten Lésung einer Aminosaure, 
z. B. mit n/100 Glykokollésung. 


Tabelle IV. 





Gehalt Gehalt 
an n/100 Glykokoll Aktivitatsmittelwerte an n/100 Glykokoll Aktivitatsmittelwerte 
ccm com 
01 1911 0,16 3855 
0,12 2455 0,18 4720 
0,14 3059 0,20 6070 
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V. Kohlenstoffhestimmung auf nassem Weee. 


Die Kohlenstoffbestimmung auf nassem Wege bietet radiometrisch 
keine Schwierigkeiten, wohl aber ist es nicht einfach, die Fehlerquelle 
1us anderweit zukommender Kohlensiure auszuschalten. Zur radio- 
metrischen Bestimmung, die ebenso auch an die Elementaranalyse an- 
veschlossen werden kénnte, bewiahrten sich drei Verfahren. Bei den 
beiden ersten wird die Kohlensaure in 2cem n/200 Ba(OH),, dem 
BaCO, in Substanz zugesetzt ist, aufgefangen und die Lésung mit 
kohlensaurefreiem Wasser in ein 10-cem-Koélbchen iiberspiilt. — Im 
ersten Falle wird nach Auffiillung des Kélbchens je | cem mit | cem 
aktivierter n/ 1000 Pb(NO,), versetzt nebst Pb(OH), in Substanz, 
zentrifugiert und in | cem die Aktivitaét bestimmt. Im zweiten Falle 
wird nach Uberspiilung in das Kélbchen und Zusatz von Pb(OH), in 
Substanz 1 cem unaktive n/100 Pb(NO,), zugefiigt, aufgefiillt und der 
restierende Bleigehalt der Lésung in der bekannten Weise mit Chromat 
bestimmt, das Bariumchromat fallt bei dieser Konzentration nicht 
Dieses Verfahren hat den Vorzug, daB die Kélbchen nach dem Auf- 
fiillen ohne Kohlensaureschutz aufbewahrt und ihnen mehrfach Proben 
zur Bestimmung entnommen werden kénnen. Bei dem dritten Ver- 
fahren wird in 2cem n/200.NaQOH aufgefangen, im Koélbchen mit 
BaCl, gefallt und nach Auffiillung wie bei Verfahren | die Hydroxy!- 
konzentration bestimmt. 


Als Oxydationsmittel diente Kaliumpermanganat in der nach 
B. Lustig’ zusammengesetzten Lésung: 


RS co. ww 6a 6 

ES tne a) oa os 

i a 
Die Oxydationslisung 2cem — wird vor Anschlub des Ver- 
brennungskélbchens an die Destillationsapparatur |! Stunde am 
Steigrohr gekocht, dann wird das Kélbchen — wie in Abb. 2 ersicht- 
lich — an die Destillationsapparatur im Glasschliff angefiigt, nachdem 


zu der erkalteten Permanganatlésung die zu verbrennende Substanz, 
eventuell in Lisung, zugesetzt war. Nunmehr wird die Apparatur 
kohlensaurefrei gemacht, indem bei nach innen geéffnetem Rezipienten 6 
kohlensaurefreie Luft durchgesogen wird. Alsdann wird die Vorlage- 
lésung — 2 ecm in 6 gebracht, der Glasstopfen wieder aufgesetzt 
und weiter durchliiftet, schlieBlich die Vorlagelésung in ¢ iiberfiihrt 
und mit der Erhitzung von a durch den Mikrobrenner begonnen. In 
einigen Fallen wurde zuniachst bei geschlossenem Zufuhrhahn gekocht 


1 Diese Zeitschr. 184, 67, 1927. 
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und nachher kohblensaurefreie Luft durchgesogen, in anderen wurd: 
von Anfang an Luft durchgesogen oder — was vorzuziehen zu sei: 
scheint durchgedriickt. 
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Abb. 2. 


Beispiele. 


A und B: radiometrische Bestimmung, Verfahren 
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Tabelle V. 





A. Salicylsaure 


C-Gehalt 
mg 1000 


0 
(Leerbestimmung) 


12 


24 


Kontrollaktivitat 
(0 Bleifallung) 





Aktivitat 


$810 | aan: 
3096 | 2205 
5910 

5859 ' 5880 
5848 


8509 
8884 | onne 
8798 Sbbb 
8476 

11 559 


B. Oxalsaure 


C-Gehalt 


Aktivitat 
mg 1000 
0 3920 
(Leerbestimmung ) 
12 6140 | aye 
6210 | 6180 
24 8120 
8020 |... 
8120 ; 5120 
8220 
11 150 
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C. Oxalsaure 


C-Gehalt 


1000 mg 


0 (leer) 


30 


60 


Kontrollaktivitat 


Aktivitat 


208 


2120 


1980) | 2923 


2070 | 


3960 


3930 * 3939 


3925 


4360 


D. Casein und Oxalsaure 


C-Gehalt 


1000 mg 


0 (leer) 


25 


* Je drei Aktivitatswerte entsprechen einer Verbrennung. 


Die Arbeiten wurden ausgefiihrt mit 
Notgemeinscheft der Deutschen Wissenschaft. 


Aktivitat 


3959 
4000 
3720 
3620 
4020 
3820 
8989 
4880 
4320 
5090 
4780 
4480 
4400 


6370 





BS60 * 


4658 * 


Unterstiitzung durch die 














d-Borneol und cis-Terpin aus den Destillationsriickstinden 
des Sulfat-Terpentindls. 


Von 
Walter Qvist. 


(Aus dem chemisch-technischen Institut der Akademie zu Abo, Finnland.) 


(Eingegangen am 22. April 1928.) 


Theoretischer Teil. 


Beim Raffinieren des als Nebenprodukt bei der Darstellung des 
Sulfatzellstoffs entstandenen Terpentinéls wird das rohe Ol, ohne vor- 
herige Behandlung mit Chemikalien, zuerst destilliert. Der in dem 
Destillationstopf zuriickgebliebene Destillationsriickstand macht hierbei 
etwa 0,3 bis 0.6 kg pro Tonne Zellstoff aus. Durch freundliches Ent- 
gegenkommen des Ingenieurs Alfons Hellstrém, wofiir ich auch hier 
meinen besten Dank aussprechen méchte, habe ich die Gelegenheit 
gehabt, den genannten Destillationsriickstand etwas naiher zu unter- 
suchen. Bei dieser Untersuchung gelang es unter anderem aus dem 
Ol cis-Terpin und ein schwach rechtsdrehendes Borneol zu isolieren, 
woriiber im folgenden naher berichtet werden soll. 

Wenn 3.400g des rohen, infolge seines Gehalts an Schwefel- 
verbindungen ziemlich iibelriechenden Ols im Vakuum destilliert 
wurden, so kristallisierten aus einer bei 120 bis 145° (10 mm) siedenden 
Fraktion im ganzen 12 g oder 0,35°, cis-Terpin aus. Das Antreffen 
dieses zweiwertigen Terpenalkohols, der sehr leicht aus einigen Terpenen 
und aus Terpineol durch Wasseraddition entsteht'!, den man aber nicht 
mit Sicherheit in unverinderten, natiirlichen, atherischen Olen gefunden 
hat, im Riickstand des Sulfatterpentinéls, hat wahrscheinlich seine 
Ursache in irgend einer sekundaren Reaktion. 

Beim Isolieren des Borneols wurden 2,300g der Riickstande 
zuerst mit Wasserdampf destilliert und dann das vom Wasser befreite 
Destillat, welches 1,600 g oder 70°, ausmachte, bei gewéhnlichem 
Druck fraktioniert. Aus den zwischen 200 und 230° siedenden Fraktionen 


' Vel. z. B. Aschan, Bidrag till kannedom av Finlands natur och 
folk H. 77, Nr. 1, 1915. 
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kristallisierte hierbei Borneol aus, das nach dem Filtrieren und Ab- 
pressen auf einen Fajanzteller 47.0 g wog, was einer Ausbeute von 
21°, der Destillationsriickstande entspricht. Auch aus dem durch 
direkte Vakuumdestillation der Riickstande entstandenen O1 wurde 
Bhorneol durch wiederholtes Fraktionieren isoliert. 

Das erhaltene Borneol schien von Isoborneol frei zu sein. Wenn 
die spezifische Drehung fiir mehrere Borneolpraparate in Alkohol- 
josung bestimmt wurde, bekam man Zahlen zwischen [a], + 4,20 
und [a]p) = + 5,6°, was, wenn man in Erwagung zieht, dab die spezifische 
Drehung des reinen d-Borneols in Alkohollésung in der Literatur! zu 
“lp +- 37,2° angegeben wird, zeigt. dab das hier vorliegende Borneo! 
ein Gemisch von inaktivem und rechtsdrehendem Borneol ausmachte. 
worin der Gehalt an dem Letztgenannten zu 11 bis 15°, berechnet 
werden kann. 

Ein Borneol, welches im Anschlu}8 an die Herstellung des Sulfit- 
zellstoffs oder beim Bearbeiten verschiedener Nebenprodukte der 
genannten Industrie erhalten wurde, ist friiher von mehreren Forschern 
eingehend untersucht worden. Holmberg und Sunesson® haben gefunden, 
daB ein solches Borneol aus einem Gemisch von inaktivem Borneol 
mit 14 bis 22°, linksdrehendem Borneol besteht, Wheeler und Harris® 
haben wieder aus den Destillationsriickstanden des p-Cyniols einer 
amerikanischen Sulfitzellstofffabrik ein Borneol mit 36°, der l-Modi- 
fikation isoliert. 

Die hier erhaltenen Ergebnisse unterscheiden sich folglich von 
denjenigen der genannten Forscher in der Hinsicht, dab das hier 
erhaltene Borneol aus einem Gemisch von d-Borneol und inaktivem 
Borneol besteht, wihrend das im AnschluB an die Herstellung des 
Sulfitzellstoffs hergestellte Borneol aus einem Gemisch von |-Borneol 
und inaktivem Borneol besteht. 

Die Ursache der Verschiedenheit der beiden Substanzen kénnte 
méglicherweise mit der verschiedenen Behandlungsweise, welcher sie 
ausgesetzt worden waren, zusammenhangen, da das Sulfitborneol in 
einem sauren, das Sulfatborneol wieder in einem alkalischen Medium 
erhitzt worden war. Wahrscheinlicher scheint es aber zu sein, die 
Ursache der genannten Verschiedenheit in der Anwendung verschiedener 
Rohstoffe bei den beiden Herstellungsmethoden des Zellstoffs zu suchen 
Wahrend bei der Herstellung des Sulfitzellstoffs die Fichte (bei uns in 
Finnland nur Picea excelsa Lk, in Amerika wahrscheinlich eine andere 
Fichtenart) benutzt wird, nimmt man namlich bei der Herstellung des 


1 Mittel der in Beilsteins Handb. d. organ. Chem., IV. Aufl., 7, 75 
angegebenen Werte. 

2 Sv. Kem. Tidskr. 35, 215, 1923. 

% Journ. Amer. Chem. Soc. 47, 2836, 1925. 
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Sulfatzellstoffs, wenigstens in Finnland, zum grébten Teile die Kiefe: 
(Pinus silvestris) als Rohstoff. Das Borneol aus Kiefer ware folglic! 
schwach rechtsdrehend, wahrend ein aus Fichte in Zusammenhang 
mit der Zellstoffkochung isoliertes Borneol eine entsprechende Links. 
drehung zeigen sollte. 

Fiir die Richtigkeit einer solehen Annahme sprechen auch mehrere 
Angaben in der Literatur itiber die Drehung von verschiedenen aus 
Kiefer und Fichte gewonnenen atherischen Olen und Terpenpriaparaten 

So hat Aschan' im Terpentin6él der finnlandischen Kiefer d-Pine; 
und d-Sylvestren, im Terpentinél der finnlandischen Fichte dagege 
1-Pinen gefunden. Ahnliche Verschiedenheiten der Drehungsrichtunge: 
der nicht destillierten, atherischen Ole sind auch von Hellstrém?, vor 
Schkatelou*, welcher Forscher mit Olen russischer Herkunft gearbeitet 
hat, und von Bohrisch* wahrgenommen worden. Eine Rechtsdrehunyg 
bei Terpenen aus Kiefer wird auch unter anderem von Trdéger und Beutin®, 
Semmler und von Schiller®, sowie Arbusow’ erwaihnt, wahrend Simonsen * 
eine Linksdrehung bei Terpenen aus Fichte (Picea excelsa) beobachtet 
hat. Was besonders das bei der Herstellung des Sulfatzellstoffs gewonnene 
aitherische Ol betrifft, so erwahnen mehrere Forscher, wie Bergstrém’, 
Aschan™, sowie Halse und Dedichen™ eine Rechtsdrehung fiir verschieden 
Fraktionen desselben. 

Auch fiir die Nadeléle ans Kiefer und Fichte werden ahnliche Ver- 
schiedenheiten in der Drehungsrichtung angegeben !?. 

Indessen findet man auch in der chemischen Literatur einige Angaben, 
welche der oben angedeuteten Regel von einer verschiedenen Drehungs- 
richtung der atherischen Ole, sowie aus ihnen hergestellten chemischen 
Verbindungen aus Kiefer und Fichte zu widersprechen scheinen. So er- 
waihnt Ekecrantz'® eine Herstellung von 1|-Borneol aus Kiefernadeldl, 
wahrend Pigulewski beobachtet hat, daB die Rechtsdrehung des atherischen 
Oles aus Kiefer mit steigendem Siedepunkt in eine Linksdrehung iibergeht. 


Die eben angegebenen Ausnahmen der erwahnten Drehungs- 
regel machen neue systematische Untersuchungen, welche diese sowohl 
in chemischer als auch in biologischer Hinsicht interessante Frage 


1 B. 89, 1447, 2596, 1906. 
* Private Mitteilung. 
Chem. Centralbl. 1908, I, 2097. 
Ebendaselbst 1915, II, 1055. 
Ebendaselbst 1904, II, 1398. 
B. 60, 1591, 1927. 
Chem. Centralbl. 1927, II, 1759. 
Ebendaselbst 1924, I, 1282. 
Bihang till Jernkontorets annaler 18, Nr. 2, 124, 1912. 
1 Finska Kem.-Samf. Medd. 24, 105, 129, 1915. 
1 B. 50, 623, 1917. 
12 Bertram und Walbaum, Chem. Centralbl. 18938, II, 84; val. auch 
Gildemeister und Hoffmann, Die atherischen Ole, IT. Aufl., 2, 116, 1913. 
18 Chem. Centralbl. 1919, III, 380. 
14 Ebendaselbst 19238, IV, 462. 
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noch weiter beleuchten kénnten, sehr erwiinscht. Nach einer Mitteilung 
von Schimmel u. Co." hat iibrigens Genevois in einer leider sehr schwer 
zuganglichen Zeitschrift? neulich eine tibersichtliche Zusammenstellung 
der wichtigsten Pinusarten gegeben, worin Angaben tiber ihre Heimat 
ind ihr Vorkommen sowie iiber die Zusammensetzung der von ihnen 
stammenden Terpentinédle mitgeteilt werden sollen. 


Experimenteller Teil. 
Nach Versuchen von Dipl.-Ing. U. Sahlberg und stud. chem. J. WM. Lindbe rg.) 


Die Darstellung von cis-Terpinhydrat. 


3,400 g von den Riickstaénden des Sulfatterpentinéls wurden im Vakuum 
bei 15mm destilliert, wobei folgende Fraktionen erhalten wurden: 


107 bis 120° 2,170 ¢ 
120 ,, 145° 280 g 
145 ,, 188° 40 


2,490 g 73° 


o 
Aus der Fraktion 120 bis 145° kristallisierten 12 g einer festen Substanz 
aus, welche nach einer Kristallisation aus Wasser den F. 117 bis 118° zeigte. 
0.1142 ¢ gaben 0,2629g CO, und 0,1194g H,O. 





Berechnet fiir C,) Hyp O,.H,O 


Getunden 
9/9 ®o 
Pe ee 62.78 63,10 
_ eee 11,70 11,66 


Die Analyse und der gefundene F. zeigen, da®B die erhaltene Substanz 
cis-Terpinhydrat war. Hiermit stimmte auch ihr Verhalten gegen kon- 
zentrierte Schwefelsiure, womit eine lachsrote Farbe auftrat, iiberein. 


Die Darstellung von d-Borneol. 


2,300 g von den Riickstaénden des Sulfatterpentinéls wurden in Mengen 
von etwa 300 g mit iiberhitztem Wasserdampf destilliert. Aus dem Destillat 
wurden 1,600 g Ol isoliert, mit Natriumsulfat getrocknet und bei gewéhn- 
lichem Druck fraktioniert. Aus den zwischen 200 und 230° siedenden 
Fraktionen kristallisierte hierbei eine feste Substanz aus, welche immer 
vom Ol abfiltriert, ehe dieses von neuem destilliert wurde. Die feste Sub- 
stanz wurde auf einem Fajanzteller abgepreBt und gewogen. Um ermitteln 
zu kénnen, ob die allmahlich erhaltenen Kristalle, besonders was die optische 
Aktivitaét betrifft, Verschiedenheiten zeigen sollten, wurden die bei der- 
selben Destillation erhaltenen Kristalle vereinigt und aus Ligroin um- 
kristallisiert, worauf ihr F. und ihre Drehung in Alkohollésung bestimmt 
wurden. Die erhaltenen Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle wieder- 
gegeben, wo zum Schlu8 auch die Eigenschaften fiir eine feste Substanz 
angegeben sind, welche in der Weise erhalten wurde, da die Hauptmenge 


1 Schimmels Bericht 1927, 8S. 106. 
2 Bull. de l'Institut du Pin. 











480 W. Qvist: 


des Lésungsmittels aus den vereinigten Mutterlaugen von den Kristalli 


sationen der festen Substanzen der Destillationen V bis VIL von selbs: 











abdunstete. 
Aus Ligroin umkristallisierte Substanz 
Erhaltene, EDEL ED a 
rohe Drehungsbesti g 
Destillation Substanzs in Alkohollésung 
menge Menge F ponieietpiematinanen aaa lel), 
0 #20 fo 
) ‘ (2 dm) 
g K ‘ dD 


111,203-2159 39 | 08 202-2049 - st - a 
, 90N_907 9 = 

Ty SNP oats gio | BZ 201-2O¥ 10,233 | 0,823 +0,759(20%C), + 4,5 
94999 

Ty sap aay, S81 4.8 | 195-208 9,285 | 0,822 +0,64 (22) + 42 
V,207-212 09 | 

V,212-220 6,5 ‘31 201-205 14.852 0,828 +121 18) | +49 
V,220-230 27 =| 

VI207-212 0.9) 

VL212-220 5,5 $28 200-204 9,237 0,822 +0,80 (18) +53 
VI, 220-230 21 | 

VIE207-212, 06 

VII, 212-220 3.1 =} 22 201-206 8,792 0,821 +081 (18) +56 

VII, 220-230 24 | 

VIIE212-220, 10 ing me sete 

VIIT.220-230 a8 jo : 


| 
| 


\—VII, Mutterlg. 204-206 12,230 0,825 +1.09 (18) +54 

Die Gesamtmenge der nicht umbkristallisierten festen Substanz wat 
47,.9g. Aus der Tabelle sieht man auBerdem, daB die optische Aktivitat 
der untersuchten Substanzen ziemlich gleichartig war, wenn auch die 
spiter erhaltenen Kristalle eine etwas gréBere Reclitsdrehung zeigten als 
die zuerst bekommenen. 

Eine zweimal aus Ligroin kristallisierte Substanz mit dem F. 207° 
wurde analysiert. 

0.1566 g gaben 0,4472 ¢ CO, und 0,1690g H,O. 





Gefunden Berechnet fiir C,yH,,O 
0 iv) 0 Vv 
. sees 77,88 77,85 
ee 12,08 11,77 


Die Analyse und der F. zeigen, daB die erhaltene Substanz Borneo! 
war, und man kann, da die spezifische Drehung fiir reines d-Borneol 
[a]jp = + 37,2° ist, berechnen, da®B ihr Gehalt an der letztgenannten 
optischen Modifikation 11 bis 15°, ist. 

Um beurteilen zu kénnen, ob das erhaltene Borneol vielleicht noch 
Isoborneol enthielt, wurde die Drehung eines aus Ligroin umkristallisierten 
Praéparats sowohl in Alkohol- als auch in Benzollésung bestimmt. In 
jenem Falle gab eine 6,835°,ige Alkohollésung mit dem spezifischen Ge- 
wicht 0,818 in einem Rohr von 2dm Lange eine Drehung von + 0,68° 
(19°C), woven man [a]p = + 6,1° berechnen kann. In diesem Falle gab 
wieder eine 6,105°,ige Benzollésung mit dem spezifischen Gewicht 0,882 
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ine Drehung von + 0,64° (18°C), wonach [a]p + 59°, also fast der- 
selbe Wert wie in Alkohollésung. Da aus den Untersuchungen Hallers' 
wervorgegangen ist, daB die spezifische Drehung des Borneols vom be- 
vutzten Lésungsmittel unabhangig, wahrend die Drehung des Isoborneols 
n Alkohollésung viel gréBer als in Benzollésung ist, zeigt das Ergebnis 
ler Drehungsbestimmungen, daB das aus den Riicksténden des Sulfat- 
terpentinéls isolierte Borneol frei von aktivem Isoborneol ist. 

DaB Isoborneo!l in dem vorliegenden Borneo! nicht vorkam, wurde 
noch durch Behandlung mit Methylalkohol und Schwefelséure nach Hesse?* 
bestétigt, wobei aber infolge des Substanzmangels nur die Halfte der von 
Hesse angegebenen Substanzmengen abgewogen wurde. Die erhaltene 
Substanz zeigte némlich keinen Methoxylgehalt, wahrend eine in derselben 
Weise aus Isoborneol hergestellte Substanz reichlich, und eine aus technischem 
Borneol hergestellte Substanz eine winzige Menge von Silberjodid bei der 
Methoxylbestimmung nach Zeisel gab. 

16g Borneol wurden noch in Petrolétherlésung mit 1,1 g Pheny!l- 
isocyanat versetzt. Das hierbei entstandene Bornylphenylurethan wurde 
aus 70°,igem Alkohol umkristallisiert und hatte dann den F. 141 bis 143°. 
Eine 2,452°,ige Lésung desselben in Alkohol mit dem spezifischen Ge- 
wicht 0,809 gab in einem Rohr von 2dm Lange die Drehung + 0,22° 
(17°C), wonach man die spezifische Drehung [a]p = + 5,5 berechnen 
kann. Da die spezifische Drehung des reinen d-Bornylphenylurethans von 
Haller*® zu [a|p = + 34,2° angegeben wird, so zeigt der erhaltene Drehungs- 
wert, daB der Gehalt an der rechsdrehenden Modifikation in der sonst 
inaktiven Bubstanz 16% ist, was sehr gut mit dem vorher angegebenen 
Wert fiir das Borneo] selbst iibereinstimmt. 


Die Oxydation des Borneols zu Campher. 


14g Borneol wurden mit einem Gemisch von konzentrierter und 
rauchender Salpeterséure nach derselben Methode, die auch von Holmberg 
und Sunesson* benutzt worden ist, oxydiert und gaben hierbei 11,8 g¢ 
Campher. Dieser wurde durch Sublimieren gereinigt und hatte dann den 
F. 175°. Eine 8,182°%ige Lésung in Alkohol mit dem spezifischen Ge- 
wicht 0,812 gab in einem Rohr von 2dm Lange die Drehung + 0,83° 


(19°C), wonach man die spezifische Drehung [a]p = + 6,2° berechnen 
kann. Da die spezifische Drehung des reinen d-Camphers in Alkohollésung 
nach Beckmann®[a|p = + 44,2° ist, so enthaélt der sonst inaktive Campher 


14% d-Campher, was sehr gut mit dem oben angegebenen Gehalt des 
Borneols an der aktiven Modifikation iibereinstimmt. 

Von dem Campher wurde noch das Semicarbazon durch Erhitzen mit 
Semicarbazidchlorhydrat und Natriumacetat in Eisessiglésung hergestellt. 
Das aus Alkohol einmal umkristallisierte Semicarbazon hatte den F. 232 
bis 235°. 


1C. r. 112, 143, 1891. 

2 B. 39, 1127, 1906; vgl. auch Holmberg und Sunesson, |. c. 
* COC. r. 110, 149, 1890. 

°i « 

5 A. 250, 352, 1889. 














Weitere Beitrage zur stereochemischen Spezifitat der Lipasen’. 


Von 
P. Rona und R. Itelsohn-Scheehter. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


( Eingegangen am 25. Mai 1928.) 


Mit 9 Abbildungen im Text. 


Untersuchungen tiber asymmetrische Esterhydrolyse durch Fer- 
mente, die einer von uns mit R. Ammon ausgefiihrt hat?, sollten nach 
verschiedenen Richtungen hin eine Fortsetzung erfahren. Damals 
wurde gefunden, daB8 die Schweineleberesterase die |- Form der 
reinen, optisch-aktiven Modifikationen des Mandelsiuremethylesters 
schneller spaltet als die d-Form, obgleich sie im Racemat die d-Form 
vorzieht. Das Verhalten des Ferments dem Racemat und den einzelnen 
optischen Modifikationen gegeniiber sollte nun auch anderen geeigneten 
Substraten gegeniiber gepriift werden. Es mubte auch untersucht 
werden, ob ein Gemisch gleicher Teile der beiden optischen Antipoden 
von dem Ferment ebenso angegriffen wird wie das Racemat. Ferner 
sollte der EinfluB des Reinheitsgrades der verwendeten Fermente auf 
ihre Spezifitat studiert werden. 

Die Spezifitat wurde zunachst an Mandelsaureiithylester als 
Substrat untersucht; die Identitat der Spaltungskurven von Gemisch 
und Racemat und der EinfluB des Reinheitsgrades des verwendeten 
Ferments wurde auBerdem auch an Mandelsdiuremethylester gepriift. 
Die Versuche sollen noch auf die Ester anderer Sauren mit asym- 
metrischem Kohlenstoffatom ausgedehnt werden. 

Als Ferment diente zuerst Schweineleberesterase. Dieses Ferment 
bevorzugt die d-Komponente im racemischen Mandelsaureathylester 
(Willstdtter und Mitarbeiter); dies wurde in ahnlicher Weise. wie es 
Rona und Ammon fiir Mandelsauremethylester durchgefiihrt haben, 
quantitativ gemessen. Vergleicht man die Spaltung der reinen optischen 
Antipoden mit der des Racemats, so findet man in Ubereinstimmung 


! Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 
2 Diese Zeitschr. 181, 49, 1926 27. 
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‘it den kiirzlich erschienenen Angaben von Willstdtter, Kuhn und 
Ramann', daB die |-Form am schnellsten angegriffen wird, die d- und 
|-Form ungefahr um den gleichen Betrag langsamer. 

Zur Untersuchung der asymmetrischen Verseifung des Racemats 
wurde die von Rona und Ammon fiir ihre analogen Untersuchungen 
an Mandelsduremethylester ausgearbeitete elektrotitrimetrische Methode 
angewandt, die es gestattet, die Spaltung zu einem bestimmten Zeit- 
punkt zu unterbrechen, um die Menge der in Freiheit gesetzten optisch- 
aktiven Séiure im Verhaltnis zur Gesamtspaltung festzustellen. Eine 
mit physiologischer Kochsalzlésung auf 100 ccm verdiinnte Ferment- 
lisung (Schweineleberlipase) wurde mit n/10 NaOH auf den Neutral. 
punkt gebracht (pa ~ 6,7; ¢ = 37°), der racemische Mandelsaureathyl- 
ester zugefiigt und durch dauerndes ZuflieBenlassen von n/10 NaOH 
nach MaBgabe der frei werdenden Mandelsaure der py konstant gehalten, 
so daB sich aus dem Verbrauch von NaOH die Menge der entstandenen 
Mandelsaure berechnen lie}. Zur Kontrolle wurde jedesmal ein Parallel- 
versuch angesetzt, bei dem unter sonst gleichen Bedingungen die 
Fermentlésung vor der Zugabe aufgekocht wurde. Nach einiger Zeit 
wurde die Hydrolyse unterbrochen, die frei gewordene Mandelsaure 
vom unverseiften Ester quantitativ getrennt und gravimetrisch, polari- 
metrisch und titrimetrisch bestimmt. 

Das Ergebnis zeigt Tabelle | und Abb. 1. Die Abszissen (Abb. 1) 
bedeuten die Mengen des verseiften Esters in Prozenten der Ausgangs- 
menge, die Ordinaten die zu jeder Verseifung gefundenen Prozente 
der optisch-aktiven Saure. 

















30 
3 20 —- 
a L* in 
% 10 + —— 
~ 4 Pte 
° _— 
0 70 20 30 #4 50 60 70 80 90 100 
% Verseifung 
Abb. 1. 
Tabelle I. 
Verseifung 
Versuch Fermentmenge Ester * t n/l0 NaOH ‘ime mit 
Kontrolle Kontroll- 
Nr. g com abzug abzug 
I 20) ie 0.4459 = 4b30' 8,13 32,81 28,64 
2 V1 i 40 NE | 04143 4 5 20,85 90,58 76,48 
3 40) ™ SO NBs 03459 «8 40 14,00 72.83 58.68 


* d.lsMandelsaureathylester 


! Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 61, 886, 1928. 
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Versuch 
Nr. 


woh 


40 
* MS 


Fermentmenge 


20 
| ecem Auszug 


| in n/40 NH, 


MS* 
elektros 
metrisch 


0.1236 
0,317 
0,2128 


Mandelsaure in g. 


MS 
gravis 
metrisch 


MS 
titri« 
metrisch 


0.1209 


0,290 
0.2143 


0,288 
0,184 


0.1213 | 0 
0,009 68 
0,011 88 + 0,27 


MS aktiv 


),025 1 
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Der Vergleich der Spaltungsgeschwindigkeiten der drei Isomeren 
———-} und des Mandelsaureathylestergemisches geschah mittels der gas- 
AMS. inalytischen Methode'. Die durch das Ferment in Freiheit gesetzte 

®o [|Mandelsiure wird durch manometrische Messung der aus Ringer- 
20.69 | vicarbonatlésung ausgetriebenen CO, bestimmt (bei 37°). Die Trige 
3,35 Pwurden mit 0.5 cem einer 2,2°,igen Lésung von Mandelsaureathylester 
645 Bin Ringer 30 (aaf 100 ccm Ringer 30 ccm 1,26 °,iges NaHCO,) und lcem 
in Ringerlésung geléstem Ferment gefillt®. Abb.2a und 2b zeigen die 
vusgesprochene Bevorzugung der |-Form gegentiber den beiden anderen 
lsomeren. Die Fermentwirkung trat nicht sofort nach Vermischen 
mit dem Substrat ein, vielmehr war bei allen Isomeren, jedoch infolge 
der geringfiigigen Unterschiede in der chemischen Reinheit in ver- 
schiedenem Grade, die bereits von W illstdtter nachgewiesene, von ihm 
ils .,.Latenz** oder .,Induktion’** bezeichnete Erscheinung zu beob- 
achten; zum Vergleich wurde aber fiir alle Kurven der gleiche Koordi- 
natennullpunkt gewahlt. Die Abbildung enthalt auBerdem die fiir ein 
Gemisch gleicher Teile der beiden optischen Antipoden gefundene 
Spaltung. Die geringen Differenzen zwischen den drei unteren Kurven 
d— 1 dl und d) liegen innerhalb der Versuchsfehler. 
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Abb. 3 Minton 


Spaltung von ds, + und d!ls«Mandelsaureathylester. Ferment: Schweineleberesterase (EW = 10) 


' S. Ronau. Ammon, |.c.; Ronau. Lasnitzki, diese Zeitschr. 152, 504, 1924. 
* Das Ferment wurde entsprechend seiner Konzentration mit Ringer- 
losung verdiinnt. 
R. Willstatter, R. Kuhn, O. Lind und F. Memmen, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 167, 303, 1927. 
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Nunmehr sollte untersucht werden, ob das auswahlende Verhalt«, 
des Ferments auch bei héheren Reinheitsgraden quantitativ dassel}e 
bleibt. Da® dem Sinne nach keine Anderung statthat, haben W illstétt: 
E. Bamann und J. Waldschmidt-Graser' bereits gezeigt. Die Reiniguny 
des Ferments geschah nach H. Kraut und H. Rubenbauer®. Die Kurven 
der Abb. 3 und 4 wurden mit Leberesterase mit einem EW = 10 bzw. 20 
erhalten. Die oben erwihnte Verzégerung des Beginns der Spaltung 
trat hier in noch héherem MaBe auf als beim N H,-Auszug des trockenen 
Organs und scheint sich mit zunehmendem Reinheitsgrad des Ferments 
immer mehr zu verstarken. Bei einem Praparat mit EW = 20 wa 
die Verzégerung bereits so grob, daB die Spaltung des d, l-Esters nicht 
einmal begonnen hatte bis zum Ende der Beobachtungszeit, und Abb. 4 





240 
220+ 0 BS OS ee 
200|— 
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20 ttt tt 











0 5 0 % 20 2% UW 3 W 6 3 
Abb. 4. 


Spaltung von d«, |» und dleMandelsaureathylester. 
Ferment: Schweineleberesterase (EW = 20), 


enthalt daher nur zwei Kurven. Bei einem Priparat mit EW = 30 
kam nur noch die Spaltung des d-Esters zur Beobachtung. Der d-Ester 
diirfte also von den dreien die gréBte chemische Reinheit besessen haben. 


Die Versuche wurden fiir jede Reinheitsstufe mit dem gleichen 
Resultat zweimal ausgefiihrt. Aus dem Diagramm geht hervor, dab 
die vorgenommene Reinigung bis zum erreichten Reinheitsgrad keinerlei 
EinfluB auf die Spezifitat des Ferments ausiibt, in Ubereinstimmung 


1 R. Willstdtter, E. Bamann und J. Waldschmidt-Graser, ebendaselbst 
178, 155 (157), 1927. 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 178, 114, 1927. 
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ten mit der bereits friiher von Willstdtter ausgesprochenen Annahme, dab 
lb die Spezifitat eine Eigenschaft des reinen Ferments sei. 
tt 
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Abb. 5. 
Spaltung von d-, |», dle und d + lsMandelséuremethylester. Ferment: Schweineleberesterase 
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Minuten 
n. Abb. 6. 
Substrat: Mandelsauremethylester. Ferment: Schweineleberesterase (EW = 15). 
‘n 
.B Abb. 5 bis 7 zeigen Versuche, die unter gleichen Bedingungen 
ei an Mandelsiiuremethylester (Fermentpraparate mit EW 15 und 29) aus- 
we gefiihrt wurden, bei denen die stérende Nebenerscheinung der ,,Latenz’’ 
wegfiel. Bei einem Praparat mit dem EW 52 war die stereochemische 
Spezifitat des Ferments ebenfalls unverindert diese)be geblieben'. 
st — 
1 Ein Praéparat mit dem EW 75 spaltete unter den angewandten 
Versuchsbedingungen Mandelséuremethylester nicht nachweislich. 
32° 
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Abb. 5 zeigt wieder das Verhalten des Gemisches der Antipoden. 
Die beiden Spaltungskurven des Racemats und des Gemisches sin R 
von Anfang bis zu Ende identisch. Ein Unterschied zwischen Racemat 
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: _Abb. 7. Minuten 
Substrat Mandelsauremethylester. Ferment: Schweineleberesterase (EW = 29) 
und Gemisch besteht nicht. Diese Identitat wurde durch Versuche 
mit der oben beschriebenen elektrotitrimetrischen Methode (mit Mandel- 
Tabelle Il. 
Verseifung in °), 
Versuch Fermentmenge Ester * t n/10 NaOH ao | oat 
Kontrolle Kontroll+ 
Nr g ccm abzug abzug i 
v 
1 0.2661 2b15’ 8.0 | 49.90 45,55 f 
20cem Auszug _— . _ , 
2 . : 0,273 2 1 8,0 8,5! , 
2 in n40 NH, 735 15 48,55 4431 
3 0.28385 300 | 9.9 57,95 59,94 
i! 
* Gemisch von gleichen Te‘len d+ und |-Mandelsauremethylester. I 
e 
MS MS MS Aktive 1 
Versuch Fermentmenge | elektros | gravis titrie | MS aktiv a MS I 
Nr. metrisch | metrisch metrisch 9/5 
| 
1 0.1216 | 0.1460 | 0,1079 0.0370 +0,84° 34,29 
YD oe . 
2 com Auszug 9.1916 | 0,1101  0,0628 0,0176 + 0,49 28,25 
in n/40 NH, 
3 0.1505 0.1579 0,1505 0.03896 +090 2631 
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sauremethylester als Substrat) bestatigt. Auch hier wurde, wie beim 
Racemat, die d-Form vom Ferment bevorzugt (Tabelle II, Abb. 8). 
Von weiteren Fermenten wurde vorliufig Pankreaslipase vom 
Schwein in ihrer Wirkung auf Mandelsiureathylester untersucht. 
\bb. 9 zeigt das Ergebnis eines Versuchs mit der gasanalytischen 
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Abb. 8. 
Gleiche Teile von d+ und |-Mandelsauremetbylester 
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Substrat: Mandelsaureathylester. Ferment: Schweinepankreaslipase. 


Methode mit NH,-Auszug aus Pankreastrockenpulver. Das Ferment 
verhalt sich hier ebenso, wie es bereits bei Mandelsiuremethylester 
festgestellt wurde. 


Herstellung der Substrate. Mandelsiuremethyl!- und -iéthylester wurden 
in der tiblichen Weise aus Mandelséure und den entsprechenden Alkoholen 
mit HCl-Gas als Katalysator hergestellt'. Die Methylester wurden aus 
einem Gemisch von Benzol und Ligroin zweimal umkristallisiert. WeiGe 
Kristalle; racemischer Ester: Schmelzpunkt 52,5°; aktiver Ester: Schmelz- 
punkt 55°. 


21 


d-Ester: [a};, 


+ 135,9° in 0,354 °,iger wasseriger Lésung, 


1-Ester: [a}*! 131,9° in 0,288 %iger wasseriger Lésung. 
D o 


1 E. Fischer und Speier, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 28, 3252, 1895. 
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Die Athylester wurden zweimal im Vakuum destilliert. Siedepunkte 
der Athylester: Kpg = 131 bis 132°. 


d-Ester: la} = + 191° (0,4816°%,ige Lésung in CS,), 
|-Ester: (a) = — 197° (0,4312°%,ige Lésung in C§,), 
d-Mandelséure : lal, = + 156° in 0,4152°%iger wasseriger Lésung, 
|-Mandelsaéure : (aly 156,5° in 0,3076 °,iger wasseriger Losung. 


Die zur Bereitung der optisch-aktiven Ester notwendige d- und |-Mande! 
séure wurde durch wiederholte fraktionierte Kristallisation der Cinchonin 
und Morphinsalze nach Lewkowitsch' und A. Mc Kenzie? dargestellt. 


Fermentreinigung *. 





Verbrauch an 


com 0/5 KOH Anzahl mg Ruckstand Ew 
Behandlung Or ia Aneate der EE/ccm o— aoe famee do 
Ferment 
OE. « 4 &s 6 ae 5 1,16 3,3 10,4 3,1 
ae oe 0,84 24 6,9 4 
Fee ee 0,75 2,2 2,2 10 
Kaolinvoradsorption . . 0,70 2,0 1,8 11 
1. Tonerdevoradsorption 0,69 1,95 1,65 12 
Findampfen..... . 1,00 2.90 1,90 16 
2. Tonerdevoradsorption 0,80 2,30 1,44 16 
Kaolinhauptadsorption — —_— — 
eee ae 0,35 1,0 0,8 12,5 
Tonerdehauptadsorption . — —_ — a 
Ns 3 os ft 6k 0,31 0,9 0,3 30 
Millon 


schwach + 


1 Ebendaselbst 16, 1568, 1883; s. auch Gattermann, Praxis d. organ. 
Chemikers 1922, 8. 288 bis 289. 

2 Journ. of Chem. Soc. London 75, 964, 1822. 

3 Vgl. R. Willstdtter und Memmen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 
229, 1923; Kraut und Ruhenbauer, ebendaselbst 173, 124. Hergestellt 
wurden auBerdem Praéparate mit dem EW 52 und 75. 
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Bildung 
von Methylalkohol bei der Autolyse frischer Tabakblitter. 
Von 
Carl Neuberg und Berta Ottenstein. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Die Beschaftigung mit den biochemischen Umsetzungen, die 
wahrend der sogenannten Tabakfermentation ablaufen, hat zu dem 
Ergebnis gefiihrt, daB hierbei Methylalkohol frei wird'. Weiter hat 
sich gezeigt, daB der Methylalkohol in zweierlei Gestalt im frischen 
Tabakblatt zugegen ist, als esterartig und atherartig gebundenes 
Methoxyl. Der esterférmige Anteil ist leicht als Methylalkohol abspalt- 
bar. Wir fanden, daB auch in getrockneten unvergorenen Tabak- 
blattern Methylalkohol noch in Estergestalt enthalten ist und dab 
dieser alsdann im Produktionsgange, der zum rauchfahigen Produkt 
fiihrt, je nach der Behandlung in verschiedenem Grade schwindet. 
Die urspriinglich bis 10°/,, betragende Menge esterférmigen Methy!- 
alkohols sinkt bei dunkelfarbigen deutschen und fremdlandischen 
Zigarettentabaken bis auf 1°/,, an estermaBig gebundenem Methy!- 
alkohol. In den hellen Zigaretten- und Pfeifentabaken bleibt mehr, 
namlich 5 bis 7°/59, an gebundenem Holzgeist zuriick. 


Beim Rauchakt kénnen, wie wir jiingst mitgeteilt haben*, von 
dem restierenden Methylalkohol bis rund 50°, der Verbrennung ent- 
gehen. Die mit dem Tabakrauch eingesogene Quantitat wird wegen 
der groBen Wasserléslichkeit des Holzgeistes alsdann in der Mundhohle 
des Rauchers retiniert. 


Wenn man von den methylierten Tabak-alkaloiden absieht, 
haften die Methyl-reste im Tabak am Pektin und Lignin. Zwar ist 


1 C,. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 179, 459, 1926. 
2 C. Neuberg und B. Ottenstein, diese Zeitschr. 188, 217, 1927. 
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das Tabakpektin noch nicht in reinem Zustande isoliert, seine Anwesen 
heit aber mit Sicherheit festgestellt. Ferner ist von C. Newberg und 
M. Kobel' ein Pektin hydrolysierendes Enzym, eine Pektase, in frischen 
Tabakblattern nachgewiesen; gepriift wurde die Wirksamkeit dieser 
Pektase gegeniiber dem leicht rein erhaltlichen Citronen-pektin. Unter 
Koagulation dieses Substrats, die bei der natiirlichen Wasserstoff- 
ionen-konzentration des Saftes frischer Tabakblitter (py = 5.5) 
optimal ist und innerhalb 45 Sekunden einsetzt, wurde aus dem zu- 
gefiigten Citronen-pektin in weniger als einer Stunde 80 bis 90°), des 
in ihm vorhandenen Methoxyls fermentativ abgespalten. 

Handelt es sich bei diesen Versuchen um Verwendung eines art- 
fremden Substrats, so haben wir nunmehr gepriift, wie die Tabak- pektase 
auf das in den Tabakbldttern selbst enthaltene Pektin einwirkt. 

Zu diesem Zwecke brauchten wir nur den Brei frischer Tabak- 
blatter unter antiseptischen Bedingungen der Aufolyse zu unter- 
werfen. Wegen der auBerordentlichen Geschwindigkeit, mit der sich 
die enzymatische Reaktion vollzieht, sind wir folgendermaBen vor- 
gegangen. 

Von selbst angebauten Tabakblattern gleicher Sorte sowie von 
frisch aus dem benachbarten deutschén Tabakgebiet zu Schwedt a. O 
bezogenen Tabakblattern wurden etwa 120g schnell in einer Fleisch- 
Zerkleinerungs-Maschine gemahlen. In je 100g wurde alsdann nach 
den friiher angegebenen Methoden bestimmt: 


1. der gesamte leicht abspaltbare Holzgeist, 


2. der bei Beginn der Versuche bereits in freiem Zustande vor- 
handene Methylalkohol, 


3. das durch die Autolyse weiterhin in Freiheit gesetzte Quantum 
an Holzgeist. 


Die zur Autolyse dienenden 100g Blatterbrei wurden stets mit 
300 cem destilliertem Wasser verdiinnt, mit 8 ccm Toluol versetzt und 
bei verschiedenen Temperaturen der Autodigestion iiberlassen. In 
einem Teil der Versuche wurden zur Regulierung der Wasserstoff- 
ionen-konzentration jedem Ansatz je 3 g Calciumcarbonat beigegeben. 
Ubrigens anderte sich die Wasserstoff-ionen-konzentration wahrend 
der Autolyse nur wenig. Eine éfter, aber nicht immer deutliche Be- 
schleunigung der Methylalkohol-abspaltung durch das kohlensaure 
Calcium ist wohl auf Rechnung anderer Faktoren zu setzen und am 
ehesten auf eine begiinstigende Wirkung von Calcium-ionen zu _be- 
ziehen. 


' C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 190, 232, 1927. 
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Wie wir fanden, werden unter den eingehaltenen Bedingungen der 
lutolyse rund 50°, des esterfirmig gebundenen Holzgeistes bereits in 
2 Stunden frei. Die Hydrolyse schreitet dann langsam fort; nach 
7 Tagen waren bis zu 70%, abgespalten, nach 5 Wochen bis zu 90°,,. 


Dab die Loslisung des Holzgeistes auf enzymatische Prozesse 
zuriickzufiihren ist, ergibt sich daraus, daf aus sofort aufgekochtem 
Blatterbrei in kiirzerer Zeit von gebundenem Methylalkohol tiberhaupt 
nichts abgegeben wird; infolge Selbstzersetzung werden nach einer 
Woche erst 16°, frei (vgl. Kontrollversuche der Tabelle 1). 


Trotz Anwesenheit und Wirkungskraft einer Pektase im Safte 
der Tabakblatter enthalt, wie erwahnt, das dachreife (unvergorene) 
Tabakblatter-material noch reichlich Methoxyl, und zwar nicht allein 
das fester verankerte Ather-methoxyl, sondern auch das lockerer 
haftende Ester-methoxyl. Wir haben schon friiher die Vermutung 
ausgesprochen, dab die verhaltnismaBig schnelle Wasserentziehung 
die Hydrolyse des Pektins unterbindet. Die Richtigkeit dieser An- 
schauung ergab sich daraus, daB rasch im Vakuum tiber konzentrierter 
Schwefelsaure und Phosphorsaureanhydrid getrocknetes Blattermaterial 
in bezug auf Trockensubstanz und auch auf Methoxyl keine Ver- 
minderung, sondern eher eine geringe Zunahme erfahrt. Dies ist ver- 
mutlich darauf zuriickzufiihren, daB ein Teil respiratorisch verwendbaren 
Materials, wie Starke, veratmet wird. 


Man kann mit Bestimmtheit schlieben, dab die Tabak-pektase 
das Tabak-pektin zu hydrolysieren imstande ist. 


Praktischer Teil. 


Die Autolysen-Serienversuche wurden mit fiinf verschiedenen 
Tabaksorten, drei Zigarren-tabaken (Schwedt, Geudertheimer, Wong- 
kong) und zwei Zigaretten-tabaken (Peruschtitza groBblatterig und 
Xanthi Owa kleinblatterig) ausgefihrt. 


Die Tabakblatter wurden entrippt und geschwind zerkleinert. 
Fiir die Versuche wurden je 100g Blatterbrei mit 300 ccm Wasser 
und 8 cem Toluol! versetzt. Bei einem Teil der Versuche wurden zur 
Herstellung eines gepufferten Milieus je 3g CaCO, hinzugefiigt. Der 
zeitliche Verlauf der Autolyse wurde verfolgt, indem die Enzymtatigkeit 
nach den in den Tabellen angegebenen Zeiten unterbrochen und der 
abgespaltene Holzgeist sowie der restliche Pektin-Methylalkohol 
quantitativ bestimmt wurde. 


1 Bei den 1- und 2-Stundenversuchen eriibrigt sich eine Toluolzugabe. 
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Tabelle I. 


Autolyse von frischem Tabak ,,Schwedt‘*. Sein Gehalt an Trockensubstanz 
betrug = 16,05°,, 


an Gesamt-Methylalkohol: 8,056°/,,, berechnet auf Trockensubstanz 


Pektin-Methylalkohol: 6,866° /,0, m “ 
- : 6,629, ri 
Mittelwert = 6,748° |, a »» 





loo abgespaltener Methylalkohol, | °/,) Rest»Pektin«-Methylalkohol 
berechnet auf Trockensubstanz berechnet auf Trockensubstanz 





Zeit Zusatz “'— aE AE eee - ar ‘ rr enmeee 
pote bei 37° hei 50° poem ma bei 37° bei 50 
Anfangs- 
bestimmung +CaCO, 0,219 -- — 6,579 - -— 
5 Min. +CaCO, 1,411 -- _— 5,352 — — 
om. « +CaCO, 2,006 -- = 5,034 
1 sta. | -- 2,031 2.467 2,218 5,005 4218 4,403 
~ Wi-+CaCO, “= 2,256 2,746 4,320 4.200 4,128 
2 | — 2,121 2.430 — 4,720 4,486 -- 
» \'+CaCO,) 2,593 3.173 3,430 - 3,807 3,380 
f | — 3,137 2.651 2.505 3,630 3.990 3,954 
>» » \4+CaCO,) 2,583 3,115 — 3,776 3582 3,095 
9) —— ag" a, 7 ese — ai 
2, {|, CaCO;| 2,352 3439) — 3998 3399 — 
24 { - 3,427 3,452 2.898 3,216 — 3,680 
" | +CaCOsz 2.732 3,760 4,003 —_ 2.941 2.492 
48 sa 3.854 a 83.779 3,080 3.842 2,832 
» | +CaCO, 3,835 3,909 4,592 3,048 2.894 2,308 


7 Tee! — 3.721 3,902 2911 3,061 3,096 
Se) +cacO,; 3414 | 4,119 _ 2881 2405 2,143 
—— — 4,620 5,663 5,981 2,227 1,384 = 1.063 
SWoehen |) + ¢acOs 5118 5,109 | 6348 | 2045 | 1,763 0.617 


Kontrollversuch. 


100 g frische Blatter wurden mit 3g CaCO, und 700 ccm kochendem 
Wasser 1 bis 2 Minuten am RiickfluBkiihler im Sieden erhalten. Nach dem 
Erkalten wurden die Blatter gemahlen, mit dem zum Aufkochen verwen 
deten Wasser wieder vereinigt und nach Zusatz von 8 ccm Toluol 7 Tage 
im Brutschrank bei 37° stehengelassen. Erst dann erfolgte die Verarbeitung 
wie in obigen Versuchen. 


Gefundene Menge abgespaltenen Methylalkohols = 1,061°/,. berechnet H 


auf Trockensubstanz (= 16°, des Gesamt-Pektinmethylalkohols). Ge- 
fundene Menge Rest-Pektin-Methylalkohols = 5,856°/y, berechnet auf 
Trockensubstanz. (Der Anfangswert ist identisch mit dem Anfangswert 
des Hauptversuchs.) 


1 Hier wie im folgenden stets Mittelwert aus zwei Bestimmungen. 
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Tabelle Il. 
Autolyse von frischem Tabak ,,Geudertheimer“. Gehalt an Trockensubstanz 
12,24 %. 
Gesamt-M ethylalkohol: 9,861°/,.,, berechnet auf Trockensubstanz 
Pektin-Methylalkohol: 8,954° /yo, 








o : 9,297° /,., 
Mittelwert 9,126° /.., ”” * a 
Joo abgespaltener ®\o9 Rest-Pektin- 
Methylalkohol, ber. auf Methylalkohol, ber. aut 
Zeit Zusatz Pu Trockensubstanz Trockensubstanz 
bei 37° bei 50° bei 37° bei 50’ 
Anfangsbestimmung +CaCQO,_ 6,01 0,184 0,184 9,040 9,040 





Anfangsbestimmung 
nach 24stiindigem +CaCO, 5,99 0,278 0,278 9,033 9,033 
Liegen der Blatter 











ay. _ 2913 3,080 5,996 
Soe. 1 +Caco, 599] — 4583 | 5,261 : 

é { — 4,085 3,268 5,276 5.699 
- | +CaCO, 598) 4,342 — 4.697 4.313 
24 - « - 3,946 3,946 5,360 4.985 
= {| +CaCO, 5,84 | ¢ 4,685 4,621 4,30 
71 — |° 4,085 4.99 3.956 
' oo | +CaCO, 5,82) 4,869 6,168 8,992 3,046 


Zu jeder einzelnen Analyse diente ein besonderer, in breiten Glas- 
sté pselflaschen digerierter Ansatz. Diese miihselige Handhabung ist 
unerlaBlich; denn es ist wegen des inhomogenen Milieus unméglich, 
die Zunahme des Methylalkohol-gehaltes in der Fliissigkeit und die 
Abnahme im festen Riickstand fortlaufend in ein und derselben Probe 
zu ermitteln. NaturgemaB ist das Blittermaterial selbst gleicher Sorten 
nicht voéllig einheitlich. Die analytischen Daten, an sich genau, miissen 
deshalb in den Serienversuchen Schwankungen aufweisen. So kommt 
es, daB in linger autolysierten Proben gelegentlich scheinbar weniger 
Methanol abgespalten ist, als in kiirzere Zeit gestandenen. Der Gang der 
Hydrolysen ist aber stets unverkennbar. 

Bei den Bestimmungen, von denen wir eine bedeutende Anzahl zu 
bewaltigen hatten, verfuhren wir folgendermaBen. Zunichst wurden 
zu jedem Autolysat 400 cem kochendes Wasser gegossen. In denjenigen 
Versuchen, bei denen zuniachst kein CaCO, angewandt worden war, wurde 
dann festes CaCO, (3 g) hinzugefiigt und 1 bis 2 Minuten am Riickflub- 
kiihler gekocht. Darauf wurde sofort abgekiihlt, der Kiihler gut durch- 
gespilt und das Gemenge quantitativ in einen Claisenkolben iiber-. 
gefiihrt. Vier Fiinftel der gesamten Fliissigkeit wurden imVakuum bei 30° 
abdestilliert. In der friiher beschriebenen Weise wurde nunmehr an- 
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Tabelle 111. 
Autolyse von frischem Tabak ,,Xanthi Owd4". Gehalt an Trockensubstan: 
13,76 %. 
Pektin-Methylalkohol: 7,391°/4, berechnet auf Trockensubstanz 
a : 7,304°/,,, = 
Mittelwert 7,348° /,0, oo om - 
°/og abgespaltener ®lo9 Rest-Pektin- 
Methylalkohol, ber. auf Methylalkohol, ber. aut 
Zeit Zusatz Px Trockensubstanz Trockensubstanz 
bei 37° bei 50° bei 37° bei 0° 
Anfangsbestimmung +CaCQO, 6,09 0,310 0,310 7,170 7,170 





} 


Anfangsbestimmung 
nach 24stiindigem +CaCO, — 0,340 0,340 9.441 9.441 * 
Liegen der Blatter 











nome 2,743 | 3583 | 4,665 | 3,888 
—" | +CaCO, 5.87 3,299 3,888 4,029 8,234 
. iO wes 3.880 3350 3892 | 4,001 

| +CaCO, 5,71 4.442 4,001 3,087 2.997 
o4 { _ 4.440 3,067 3,045 
3 1 +CaCOs 5,65 . 44384 4,388 2907 | 2,779 
we —_ 4,888 5.313 ae 2.142 
(Tage = | +CaC0, 556 4560 5208 2,788 1,901 


* Vgl. hierzu die Bemerkung auf S. 493 betreffs scheinbaren Ansteigens des Methylalkohol- 
gehalts infolge Veratmung anderen Materials. 


reichernd einkonzentriert und der von stérenden Verunreinigungen 
befreite Methylalkohol nach v. Fellenberg' kolorimetrisch ermittelt. 

Der nicht abgespaltene Pektin-Methylakohol wurde in dem Riick- 
stand, der nach der Vakuumdestillation verblieben war, durch Ver- 
seifung in Freiheit gesetzt. Die Verseifung des im Riickstande vor- 
handenen Pektin-esters geschah durch Zufiigung von 300 ccm heiben 
Wassers, kurzes Erhitzen im siedenden Wasserbade und Zusatz von 
5Ocem 30°,iger Natronlauge. Nach kraftigem Umschiitteln blieb 
das Reaktionsgemisch etwa 12 Stunden im gut verschlossenen GefaB 
stehen. Dann wurden 75ccm 20vol.-%iger H,SO, zugegeben und 
mittels Dampf 550 ccm iiberdestilliert. Nach Reinigung und an- 
reichernder Destillation gelangte der Methylalkohol wiederum zur 
kolorimetrischen Analyse. 

Die Werte fiir den restlichen Pektin-Methylalkohol und fiir den 


bei den Autolyse-versuchen abgespaltenen Methylalkohol sind inden 
Tabellen I bis V verzeichnet. Aus den Daten der Tabelle VI, die den 


1 Th. v. Fellenberg, diese Zeitschr. 85, 45, 1918. 
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Tabelle 1V. 
\utolyse von frischem Tabak ,,Wongkong*. Gehalt an Trockensubstanz 
12,50 °,,. 
Pektin-Methylalkohol : 9,696°/,,, berechnet auf Trockensubstanz 
: 9,656 /oo, 


Mittelwert 9,676° 40. = - es 





% oo abgespalt. °/ 99 Rest-Pektin- 














Methylalkobol, Methylalkohol, 
Zeit Zusatz Pu ber. auf Trocken- ber. aut Trocken- 
substanz substanz 
bei 37° bei 37° 
Anfangsbestimmung + CaCO, 5,88 0,186 9,571 
Anfangsbestimmung nach , . 7 ) 29% ‘ 
24 stiind. Liegen d. Blatter CaCO, 0,295 9,408 
ac { — 3,768 5,688 
2 Std. 1 +CaCO, | 558 : 5.44 
6 | — 4,280 4,990 
, | + CaCO, 5,60 4,448 4,755 
24 | 4,290 4.891 
— { + CaCO, 5,58 4,816 4,508 
77 | 4,900 4,340 
— CaCO, 5,41 4,960 4,361 


wahrend der Autolyse fermentativ abgespaltenen Methylalkohol in 
Prozenten des Gesamt-Pektin-Methylalkohols anzeigen, ersieht man, 
da8 nach 2 Stunden etwa die Hilfte, nach etwa 24 Stunden nicht viel 
mehr und erst nach fiinfwéchiger Autolysendauer bis 90°, des ester- 
maBig gebundenen Methylalkohols in Freiheit gesetzt werden. 


Vor Beginn der Autolyseversuche hatten wir getrennt in den 
entrippten, feingemahlenen frischen Tabakblattern und in den fein 
zerschnittenen Mittelrippen des Tabaks ,,Schwedt* sowohl den ather- 
artig als den esterférmig gebundenen Methylalkohol auf die vormals 
angegebene Weise bestimmt. 


Zur Ermittlung des Pektin-Methylalkohols verwendeten wir fiir 
je 100g Blatterbrei 70 ccm 10°, iger Natronlauge, fiigten nach zwilf- 
stiindigem Stehen des vor Verdunstung geschiitzten Gemisches 35 ccm 
20 °,iger H,SO, hinzu und destillierten im Wasserdampfstrom 400 com 
ab. die dann wie iiblich gereinigt und analysiert wurden 


Die Werte sind in den Tabellen I bis V vermerkt. 


Wir haben ferner in gleicher Weise den Pektin-Methylalkohol- 
gehalt in vier Tabaksorten untersucht, die schnell iiber konzentrierter 
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Tabelle V. 
Autolyse von frischem Tabak ,,Peruschtitza’*. Gehalt an Trockensubstan: 
= 12,17%. 
Gesamt-Methylalkohol: 8,168°/,,, berechnet auf Trockensubstanz 
= : 8,166° /,., 
Pektin-Methylalkohol : 7,731° /oo, 
a : 7,075° /oo, 


Mittelwert = 7,403°/,,, 





®'o9 abgespalt. {ge Rest-Pektin. 














Methylalkohol, ethylalkoho!, 
Zeit Zusatz Pu ber auf Trocken: ber. auf Trocken- 
substanz substanz 
bei 37° bei 37° 
Anfangsbestimmung + CaC Og 5,82 0,092 7,524 
Anfangsbestimmung nach 7 % 
24 stiind. Liegen d. Blatter | * Cal, >. 0,191 8,122 
2 Std. +e Pe 8 me 
1} + CaCOg 5,62 3,595 4,008 
6 { — 3,308 4,326 
” 1!) +CaCO, | 5,46 4,108 3,602 
| 
9 | por p08 
= | +caco, | 5,50 4,237 3,378 
7 Tage j — 4,716 3,037 
e \) + CaCO, | 5,39 5,085 2,403 


H, SO, und schlieBlich iiber P,O,; getrocknet worden waren. Der Gehalt 
an esterférmig gebundenem Methylalkohol war dabei in geringem Mabe 
angestiegen, wie der Tabelle VII zu entnehmen ist. 


Zur Bestimmung des Pektin-Methylalkohols in den Rippen setzten 
wir zu je 200g fein geschnittener Rippensubstanz 100 ccm 10 °,iger 
Natronlauge, siuerten das Gemisch am folgenden Tage mit 50 ccm 
20 vol.- %iger H,SO, an und fanden nach der Destillation mit Wasser- 
dampf und Anreicherung fiir die Mittelrippen des Tabaks Schwedt 
= 4,69 und 4,78°/5. Pektin-Methylalkohol, bezogen auf den Trocken- 
gehalt der Rippen, der = 6,44°%, (Mittelwert von drei verschiedenen 
Bestimmungen) des frischen Materials betrug. 


Zur Gesamt-Methylalkohol- Bestimmung wurden je 10 g Blatterbrei 
bzw. 10g fein geschnittene Rippen mit 50 ccm 80 vol.-%iger H,SO, 
in Schliffkolben vorsichtig tibergossen; diese wurden sofort mit auf- 
rechten Energiekiihlern verbunden. Das Gemenge wurde zunachst 
10 Minuten im Sieden belassen, dann abgekiihlt und mit 100 com Wasser 
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5OO C. Neuberg u. B. Ottenstein: 


Tabelle VII. 


° ‘49 Pektin-Methylalkohol nach dem Trocknen iiber konzentrierter 
H,SO, + P,O;. 





°/o9 PektineMethylalkohol, berechnet auf Trockensubstanz 





Zigarrentabak Zigarrentabak Zigarettentabak Zi arettentabak 
~Geudertheimer* .~Wongkong*  .Xanthi Owa" .Peruschtitza* 


Vor dem Trocknen 


iiber HgSO,. . . 9,297 9,670 7,391 7,075 
Nach dem Trocknen 
fiber HySO,. . . 9,910 10,501 8,208 7,535 


verdiinnt. Ebensoviel Flissigkeit (100 ccm) wurde dann wieder ab- 
getrieben. Das Destillat wurde mit n/2 Natronlauge alkalisch gemacht 
und nach Zugabe einer kleinen Menge Silbernitrat anreichernd de- 
stilliert. In der Endlésung, die nach den Rektifikationen iiber Saure 
und Lauge véllig neutral reagierte. wurde der Methylalkohol auf kolori- 
metrischem Wege ermittelt. 


Die von uns in den Tabakblattern festgestellten Quantititen an 
Gesamt-Methylalkohol sind aus den Tabellen I, II und V ersichtlich. 
Sie schwanken zwischen 8,16 und 9,86°/ 5. 


In den Rippen des Tabaks Schwedt fanden wir 12,88 und 12,25°/ 4, 
Gesamt-Methylalkohol, berechnet auf Trockensubstanz. 


In den Rippen ist also mehr Gesamt-Methoxyl enthalten als in 
den entrippten Blattern. Vgl. Tabelle I. Da. wie 8S. 498 dargetan 
ist, der PektinMethylalkohol-wert bei den Rippen geringer ist, als 
nach Tabelle I beim iibrigen Blatt, so darf man folgern, daB sie 
reicher an Lignin sind. 


Um bei den Autolyseversuchen den ,,Anfangswert™ zu bestimmen, 
d. h., um den im frisch gepfliickten Tabakblatt scheinbar praformierten 
Methylalkohol festzustellen, wurden je 100 g entrippter, zunachst nicht 
zerkleinerter Blitter zusammengerollt und in einem breithalsigen 
Rundkolben mit 3g CaCO, versetzt, rasch am RiickfluBbkihler mit 
700 cem siedend heiBem Wasser gebriiht und kurz aufgekocht. 2rst 
nach dem Abkiihlen wurde das Material fein gemahlen und samt dem 
Kochwasser sowie dem zum Auswaschen der Miible benétigten Wasser 
so weiter behandelt, wie oben beschrieben ist. Es hatte sich namlich 
ergeben, daB in der kurzen Zeit des Mahlens frischer Blatter bereits 
Methylalkohol auf enzymatischem Wege in Freiheit gesetzt wird. 
Denn wir hatten selbst in einem schnell verarbeiteten Bret von 
frischen, ungebriihten Blattern (Tabak Geudertheimer) 1,0°/ 5. Methyl- 
alkohol, bezogen auf Trockengehalt, gefunden. Man konnte diese 
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Menge auf 0,74°/,, herabdriicken, wenn man beim Aufkochen (zwecks 
Unterbrechung der Enzymtatigkeit) Calciumcarbonat zufiigte und 
damit auch eine Siurehydrolyse einschrankte, aber niemals so weit, 
wie dies méglich war, wenn man erst nach erfolgter Abkochung 
die Blatter der gleichen Materialprobe zerkleinerte. 

Die Anfangswerte fiir priformierten Methylalkohol nahmen nur 
minimal zu, wenn die abgepfliickten, aber im iibrigen unversehrten 
Blatter einen Tag an der Luft gelegen hatten. Siehe ,,Anfangs- 
bestimmungen nach 24stiindigem Liegen* in den Tabellen II bis V. 

Die Wasserstoff-ionen-konzentration wurde auf elektrometrischem 
Wege an Gemischen bestimmt, die auf 100g frischen Tabakbreies 
300 cem Wasser und 8 ccm Toluol enthielten. Die py-Werte sind in 
die dritte Spalte der Tabellen II bis V eingeordnet; es zeigt sich eine 
geringe Zunahme der Wasserstoff-ionen-konzentration im Verlauf 
mehrerer Stunden. 
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